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Verfahren und Vorrichtung zur Parallelanalyse von Bio-Molekiilen 



10 Die Auftrennung (Fraktionierung) eines Stoffgemisches nach einem oder mehreren physi- 
kalischen oder chemischen Parametern der einzelnen Substanzen hat allgemein als Analy- 
severfahren in der Chemie und Biotechnologie einen hohen Stellenwert. Eine Teehnik der 
Auftrennung besteht darin, das Stoffgemisch (Probe), beeinfluBt durch physikalische oder 
chemische Parameter, durch ein geeignetes Separationsmedium wandern zu lassen. Dabei 
15 werden die einzelnen Substanzen durch Wechselwirkungen mit dem Separationsmedium 
entsprechend ihren Eigenschaflen aufgetrennt und liegen anschlieBend als einzelne Frak- 
tionen vor. Als geeignete Parameter kommen zum Beispiel elektrische Krafte, Druck, 
Zentrifugalkrafte, Gravitation und osmotische Krafte, Diffusion, Siebeffekte, AusschluB, 
Van-der-Waals-Krafte, pH-Wert-Gradienten zum Einsatz. Das Separationsmedium kann je 
20 nach Anwendung sowohl fest, flussig als auch kolloid vorliegen. Aus dem unterschiedli- 
chen Wanderungsverhalten der einzelnen Fraktionen lassen sich im allgemeinen Riick- 
schlusse auf ihre Eigenschaften ziehen. Im Falle einer qualitativen Analyse des Stoffgemi- 
sches werden nur die relevanten Eigenschaften der Fraktionen wahrend oder nach der Se- 
paration gemessen und aufgezeichnet und die Fraktionen selbst ve*worfen. Im Falle einer 
quantitativen Analyse werden die Mengenanteile der einzelnen Fraktionen am Stoffge- 
misch wahrend oder nach der Separation bestimmt Im Falle einer prSparativen Trennung 
werden die einzelnen Fraktionen aufgefangen und stehen somit zur weiteren Verarbeitung 
oder Analyse zur Verftigung. v<i ; V- 

30 Die bisher eingesetzten Techniken sind beschrankt auf die Auftrennung des Stoffgemi- 
sches in einem im wesentiichen eindimensional (im folgenden als lD-Auftrennverfahren 
bezeichnet) oder zweidimensional (im folgenden als 2D-Auftrennverfahren bezeichnet) 
ausgefuhrten Separationsmedimn: 

35 Bei ID-Auftrennverfahren wird eine einzelne Probe im wesentiichen punktuell an der Off- 
nung eines (Kapillar-)R6hrchens plaziert, welches das Separationsmedium enthalt und in 
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diesem aufgetrennt Zur gleichzeitigen Auftrennung von mehreren Proben wird eine ent- 
sprechende Anzahl von (Kapillar-)Rohrchen benotigt. Beispiele hierfur sind die Kapillar- 
Gel-Elektrophorese zur DNA-Analyse sowie das Hochdruck-Flxissigkeits- 
Chromatografie(HPLC-)Verfahren. 

5 

Bei 2D-Auftrennverfahren sind mehrere Einzelproben zueinander benachbart in einer li- 
nearen Reihe (eindimensional) angeordnet. Sie durchlaufen das im wesentlichen zweidi- 
mensional (als flachige Schicht) vorliegende Separationsmedium in mehreren parallelen 
nebeneinander liegenden Mikrationsbahnen. Die Anzahl der mit dieser zweidimensionalen 
10 Anordnung gleichzeitig auftrennbaren Proben ist durch die Anzahl der Bahnen im Separa- 
tionsmedium gegeben. Beispiele hierfur sind die Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese 
(PAGE) zur DNA-Sequenzierung sowie die 2D-Gel-Elektrophorese zur Proteinanalyse. 



Bei ID- und 2D-Auftrennverfahren ist geometrisch bedingt die Oberflache des Separati- 
onsmediums groB gegeniiber seinem Volumen. Deshalb werden viele Nachteile der 1D- 
und 2D-Auftrennverfahren durch Randeffekte an den Oberflachen des Separationsmedi- 
ums bzw. den das Separationsmedium umgebenden Begrenzungsflachen verursacht. Bei- 
spiele fur Ursachen dieser Randeffekte sind Wechselwirkungen der Probenfiraktionen oder 
des Separationsmediums mit den umgebenden Begrenzungsflachen sowie thermische Ef- 
20 fekte. 

Beim lD-Auftrennverfahren besteht z.B. das Problem, das dafur eingesetzte Kapillax- 
Rohrchen aufgrund Ihres geringen Durchmessers (In der Regel einige Zehntel mm) durch 
Anhaftung der Proben an den InnenwSnden der Kapillar-Rohrchen zum Verstopfen neigen. 
25 Die Kapillare wird dadurch zur weiteren Verwendung unbrauchbar. Aus dem gleichen 
Grund ist das Einbringen des Separationsmediums nicht einfach. Weiterhin konnen hierbei 
oder wahrend der Separation entstehende Blasen die Kapillare blockieren. 

Ein ebenfalls auf Randeffekten beruhender Nachteil des ID- bzw. 2D-Auftrennverfahrens 
30 liegt darin, daB sich aufgrund unterschiedlicher Migrationszeiten der Proben im Zentrum 
des Separationsmediums verglichen mit den Randbereichen, ein Aufweiten der Banden 
weiter einstellen kann (sogenannter Smilling-Effekt). Eine VergroBerung der Bandenbreite 
verringert jedoch die Trennscharfe der Analyse. Dieser Effekt wird durch Wechselwirkun- 
gen zwischen den Proben und der Oberflache verursacht, welche das Separationsmedium 
35 umgibt und aufhimmt sowie im Falle der elektrophoretischen Aufhrennung durch thermisch 
bedingte Inhomogenitaten der Viskositat des Separationsmediums und durch elektroosmo- 
tische Effekte an seinen Begrenzungsflachen. 
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Wahrend bei iiblichen lD-Auffreimverfahren eine Vielzahl einzelner Kapillar-RShrchen 
einzeln zu befullen sind, wird bei einigen gangigen 2D-Auftrennverfahren das Separati- 
onsmedium, z.B. ein Gel, zwischen zwei Glasscheiben einer Gel-Kassette eingebracht In 
beiden Fallen miissen sowohl die KapiUar-Rohrchsn als auch die das Separationsmedium 
5 umgebenden Glasscheiben auBerst rein sei, urn die oben angefiihrten Randeffekte zu mi- 
nimieren. Ferner besteht das Risiko, daB es beim Befullen oder wahrend des Trennvorgan- 
ges im Separationsmedium zur Bildung von Blasen kommt 

Ein gemeinsamer Nachteil beider skizzierten Auftrennverfahren liegt darin, daB die Zahl 
10 der gleichzeitig analysierten Proben (maximal einige 1 00) relativ gering ist. 

Zur Losung oder zur Umgehung der oben aufgefiihrten Probleme wurde eine Vielzahl von 
Techniken vorgeschlagen und Verfahren ausgearbeitet. Die im folgenden angefiihrten Ver- 

• offentlichimgen umschreiben den Stand der Technik und zeigen weitere fur die Beschrei- 
bung des vorgeschlagenen Verfahrens bedeutende Aspekte. 

US 5,051,162 bezieht sich auf eine Trenn-Vorrichtung nach dem Elektrophorese- 
Verfahren kombiniert mit einem Fluoreszenzdetektor und auf einen diesem zugeordneten 
Probenbehalter. Das Elektrophoresegerat enthalt eine Anzahl von in plattenformiger Form 

20 vorliegenden Gelschichten, die im wesentlichen parallel zueinander angeordnet sind, wo- 
bei diese plattenformigen (im wesentlichen zweidimensionalen) Gelschichten eine Vielzahl 
von Wanderungslinien darstellen, entlang welcher Probenfraktionen, die zuvor markiert 
wurden, von oberen Enden zu unteren Enden der plattenformigen Gelschichten zu wandern 
vermogen. Es ist ein oberer Pufferbehalter vorgesehen, der eine PxifferlSsung enthalt, die in 

25 Kontakt mit den oberen Enden der plattenformigen Gelschichten steht. Darunter befindet 

• sich ein weiterer Pufferbehalter, welcher ebenfalls eine Pufferlosung enthalt, die mit den 
unteren Enden der plattenformigen Gelschichten in Verbindung steht. Es sind Vorrichtun- 
gen vorhanden zur Erzeugung eines elektrischen Potentials zwischen der Pufferlosung im 
besagten oberen Pufferbehalter und der Pufferlosung, welche im unteren Behalter enthalten 
30 ist. Dadurch wirkt eine elektrophoretische Kraft auf die Probenfraktionen und bewirkt de- 
ren Wanderung entlang der Migrationslinien. Es sind Anregungseinrichtungen zur Fluores- 
zenz-Anregung der entsprechend markierten Probenfraktionen vorgesehen. Die Fraktionen 
wandern auf den besagten Migrationslinien in den plattenformigen Gelschichten. Es sind 
Einrichtungen zur individuellen und gleichzeitigen Detektion von Fluoreszenzlicht vorge- 
35 sehen, welches von den Probenfraktionen, die markiert sind und sich in den besagten Mi- 
grationslinien bewegen, emittiert wird, wobei das Fluoreszenzlicht an den unteren Enden 
der plattenformigen Gelschichten ausgestrahlt wird. 
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Die VerSffentlichung "Gene Expression Analysis by massively parallel signature se- 
quencing (MPSS) on microbead arrays", Sidney Brenner, Maria Johnson, John Bridgham, 
George Golda, David H. Lloyd, Davida Johnson, Shujun Luo, Sarah McCurdy, Michael 
Foy, Mark Ewan et al. aus Nature Biotechnology Vol. 18, Juni 2000, Seiten 630 bis 634 
5 beschreibt ein Verfahren zur Parallelanalyse einer groBen Anzahl von Sequenzen. Ein Sy- 
stem, wie in diesem Artikel veroffentlicht, umfasst eine auf einen Peltierelement montierte 
Durchflusszelle, die unterhalb eines konfokalen Mikroskops angeordnet ist. Dem konfo- 
kalen Mikroskop ist ein Filter sowie eine CCD-Kamera nachgeordnet, welche ihrerseits 
mit einem Rechner verbunden ist. Uber eine Reagenzienpumpe und ein mit dieser in Ver- 
io bindung stehendes Reservoir und einem Ventilblock wird der Durcbiluss des Probenmate- 
• rials durch eine auf dem Peltierblock vorgesehene Durchflusszelle reahsiert Diese Publi- 
kation beschreibt u.a die Anordnung von Partikeln in einer Ebene mit Hilfe eines Fluores- 
zenz-aktivierten Durchfluss-Cytometers (FACS-Gerat) und ist deshalb relevant fur den in 
der vorliegenden Patentanmeldung beschriebenen Bereich Probenladung. 

Aus der VerSffentlichung "Effect of gelation conditions on the gel structure and resolving 
power of agarose-based DNA sequencing gels" , Noriko Kusukawa, Mikhail V. Ostrovsky, 
Mark M. Garner, in Elektrophoresis 1999, Vol. 20, Seite 1455 bis 1460 werden die Bedin- 
gungen untersucht, unter denen Agarose-Gele, die zur DNA-Sequenzierung eingesetzt 
20 werden, gelatinieren. Die verwendeten Gele werden sowohl einer rapiden Abkuhlung als 
auch einer allmShlichen Abkuhlung ausgesetzt. Mittels eines Elektronenmikroskopes vor- 
genommene Analysen belegen, daB die schnell abgekuhlten Gele eine homogene Poren- 
strukturen mit einer kleinen durchschnittUchen PorengroBe aufweisen, gegeniiber solchen 
Gelen, die langsam abgekuhlt werden und eine wesentlich grOBere durchschnittliche Po- 
25 rengrSBe aufweisen. AuBerdem sind die rasch abgekuhlten Gele optisch transparenter. Die 
-^^^ Photodetektion der Proben ist daher einfacher. 

Angesichts der aus dem Stande der Technik aufgezeigten LSsungen liegt der Erfindung die 
Aufgabe zugrunde, ein Verfahren und eine Vorrichtung anzugeben, mit welchen eine mit 
30 einer hoheri Durchsatzrate erfolgende Auftrennung von Stoffgemischen, z.B. Gemische 
von Biomolekiilen, DNA-Fragmenten, Proteinen oder dergleichen erfolgen kann und eine 
gleichzeitige (On-Une) oder anschlieBende Detektion sowie erganzend oder alternativ eine 
qualitative, quantitative und praparative Analyse ermogUcht wird. 

35 

ErfindungsgemaB wird diese Aufgabe durch die Merkmale der Patentanspriiche 1 und 41 
gelost. 
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Mit dem erfindungsgemaB vorgeschlagenen Verfahren und der zur Durchfuhrung dieses 
Verfahrens vorgeschlagenen Vorrichtung laBt sich eine drei-dimensionale Auftrennung 
und damit eine Analyse von bis zu 10 4 Proben in paralleler Abarbeitung durchfuhren. Eine 
5 dreidimensionale Auftrennung ist im Gegensatz zu den oben beschriebenen ein- und zwei- 
dimensionalen Separationen gekennzeichnet durch die Auftrennung in einem Separations- 
medium, welches sich im wesentlichen fiber drei Dimensionen erstreckt, femer dadurch, 
daB die aufzutrennenden Proben dem Separationsmedium zweidimensional angeordnet 
zugefuhrt werden. Das erfindungsgemaB vorgeschlagene Verfahren zeichnet sich insbe- 
10 sondere durch eine sehr einfache Handhabung hinsichtlich der Zufuhr der zu analysieren- 
den Probengemische axis. Dazu konnen beispielsweise DNA-Sequenzierungsreaktionen auf 
einem zweidimensionalen, also im wesentlichen flachigen Trager durchgefuhrt werden, 
welcher dann der Vorrichtung zur Auftrennung der Einzelproben zugefuhrt wird. Bei der 
Gen-Expressionsanalyse durch das "Ansequenzieren" der exprimierten Gene kann der Nut- 
zer von alien Vorteilen des SAGE-Verfahrens profitieren, spart sich jedoch arbeitsaufwen- 
dige Schritte bei der Probenvorbereitung. Mit dem erfindungsgemaBen Verfahren einer 3- 
dimensional erfolgenden Auftrennung von Einzelproben konnen diese hinsichtlich dreier 
unterschiedlicher und unabhangiger Parameter analysiert werden. Als Parameter seien bei- 
spielhaft der pH-Wert, die GroBe und die Hydrophobizitat (bzw. Solubilitat) der einzelnen 
20 Proben genannt. 

Beim erfindxmgsgemaB vorgeschlagenen Verfahren einer Auftrennung in einem drei- 
dimensionalen Separationsmedium halt sich die Mehrzahl der Proben nicht in dessen 
Randbereich auf, so daB die im Zusammenhang mit 1 -dimensional bzw. 2-dimensional 
25 durchgefiihrten Auftrennverfahren durch Randeffekte verursachte Probleme, z.B. hinsicht- 
lich einer Aufweitung der Banden (Smiling-Effekt), nicht auftreten kSnnen. Insbesondere 
unterbleibt das dem ein-dimensionalen Auftrennverfahren innewohnende Verstopfen von 
KapillarrShrchen vollstandig. Hinsichtlich der Handhabung bietet das erfindungsgemaB 
vorgeschlagene Verfahren den nicht unerheblichen Vorteil, daB nunmehr ein Befallen ein- 
30 . zelner Kapillarrohrchen - wie beim 1-dimensionalen Auftrennverfahren iiblich - entfallen 
kann. Femer sind an das Geschick der Handhabungspersonen im Vergleich zum Einfiihren 
des Separationsmedium^ zwischen zwei Glasplatten - wie bei einigen tiblichen zweidimen- 
sionalen Auftrennverfahren erforderlich - geringere Anforderungen zu stellen, da gemSB 
des erfindungsgemaB vorgeschlagenen Verfahrens das Separationsmedium in einen im 
35 wesentlichen zylinderformigen Behalter eingegossen wird. Ausserdem steht beim 
dreidimensionalen Auftrennverfahren ein wesentlich grofleres Volumen an Separationsme- 
dium zur Verfugung, in welchem die Auftrennung einer Vielzahl von Proben in paralleler 
Abarbeitung gleichzeitig erfolgen kann. 



TT 



Die zur Herbeiftihrung einer Migration der Proben durch das Separationsmedium erforder- 
lichen Krafte konnen physikalischer oder chemischer Natur sein. Als Beispiele seien elek- 
trische Krafte, Gravitation, ZentrifugalkrSfte, oder durch Diffusion, Druck- und Konzen- 
trationsgradienten sowie durch Osmose entstehende Krafte angefuhrt, die einzeln oder in 
Kombination auf die Proben wirken konnen. 

Elektrophorese 

Ein bevorzugter Weg des erfindungsgemaB vorgeschlagenen dreidimensionalen Separati- 
onsverfahrens bedient sich einer durch ein elektrisches Feld auf die Proben ausgeiibten 
Kraft, urn deren Migration durch das Separationsmedium zu bewirken. Hierzu sind die 
Proben im allgemeinen elektrisch geladen; der Separationsvorgang wird als Elektrophorese 
bezeichnet. Aufgrund unterschiedlicher Ladung und Masse bewegen sich die Proben- 
Molekiile mit unterschiedlichen Geschwindigkeiten durch das Separationsmedium. Mei- 
stens wird die relative Beweglichkeit einer Substanz bezogen auf einen mitaufgetrennten 
Standard angegeben. Dadurch lassen sich nicht nur Stoffe auftrennen, sondem auch durch 
ihr Wanderungs-Verhalten naher charakterisieren. 

Im Rahmen des erfindungsgemaB vorgeschlagenen Verfahrens und der Vorrichtung lassen 
sich zur Separation nach dem Elektrophoreseprinzip alle bekannten , Techniken nutzen. 
Man unterscheidet elektrophoretische Trennmethoden in freier Losung (Wandemde- 
Grenzschichten-Elektxophorese, kontinuierliche tragerfreie Elektrophorese, Kapillar- 
Elektrophorese) von der Auftrennung in stabihsierenden Medien, wie z.B. Agarose-Gele 
oder Polyacrylamid-Gele. 

Das Trennprinzip der Elektrophorese hat als Analyseverfahren in der Biotechnologie be- 
reits einen hohen Stellenwert erreicht, da der Trennmechanismus beinahe universell ein- 
setzbar ist. So z.B. lassen sich EiweiBe, Aminosauren, Peptide, Blutplasmaproteine, Vit- 
amine, Enzyme, Zellen und Zellbestandteile auftrennen; zudem handelt es sich urn ein sehr 
schonendes Verfahren, d.h. die Proben stehen im allgemeinen nach dem Trennvorgang fur 
weitere praparative oder analytische Schritte zur Verfttgimg. 

Joule 'sche Warme 
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Ein Charakteristikum der Elektrophorese ist der durch das Separationsmedium auftretende 
StromfluB und die damit verbundene Umsetzung von elektrischer Energie in Warme. Diese 
wird als Joule 'sche Wanne bezeichnet; sie wird innerhalb des vom elektrischen StromfluJi 
durchsetzten Mediums, in diesem Fall innerhalb des Separationsmediums, frei und bewirkt 
5 in diesem einen Temperaturanstieg. Dieser wiirde einerseits eine Zersetzung der Proben 
und andererseits eine VerSnderung der Trenneigenschaften des Separationsmediums und 
letztlich dessen Zersetzung bewirken. Schon vor der eigentlichen Zersetzung des Separati- 
onsmediums kommt es im allgemeinen zu einer temperaturabhangigen Veranderung seiner 
elektrischen Leitfahigkeit und Viskositat Dies ist eine der hauptsachlichen Ursachen fur 
10 den oben angefuhrten Effekt der Bandenverbreiterung (Smiling-Effekt) und die Abwei- 
chungen der Migrationsbahnen vom gewunschten (parallelen) Verlauf. Bei alien Elektro- 
phorese-Trennverfahren muB deshalb dafiir Sorge getragen werden, daB die Joule'sche 
Wanne aus dem Separationsmedium abgefiihrt wird, urn einen ubermSfiigen Tempera- 

• turanstieg in diesem zu verhindern. Bei der Thermostatisierung des Trennaufbaus kommt 
es dabei nicht nur auf die insgesamt abzufuhrende Warmeleistung an, sondern auch auf die 
SchafEung bzw. Einhaltung eines spezrfischen Temperaturprofils innerhalb des Separati- 
onsmediums. Je nach Trennverfahren ist die Einhaltung eines vorgegebenen Temperatur- 
verlaufs im Separationsmedium mehr oder weniger kritisch ftir die erzielbare Trennscharfe 
und die entsprechenden zur Thermostatisierung notwendigen MaBnahmen mehr oder we- 
20 niger aufwendig. . 

TemperaturprofQ 

Mittels des erfibmdungsgemaB vorgeschlagenen Elektrophorese-Verfahrens und der zugeho- 
25 rigen Vorrichtung lassen sich die einzelnen Migrationsbahnen der Proben durch das Sepa- 

• rationsmedium durch thermische Isolation des Separationsvolumens, in radiale Richtung 
gesehen, parallel zur Hochachse des Analysehohlraumes halten. Dazu kaim ein, den ersten 
Raum umschliefienden, zweiter Raum ein Medium enthalten, welches als thermische Iso- 
lation fur den ersten Raum dienen kann. Da idealerweise kein Warmetransport in radialer 
30 Richtung tiber die Begrenzungswandung des ersten Raumes in die Umgebung erfolgt, kaim 
die beim Elektrophorese-Verfahren entstehende Joule'sche Warme ausschlieBlich Uber die 
Stirnseiten einer zur Durchfuhrung des erfindungsgemaB vorgeschlagenen Verfahrens ge- 
eigneten Vorrichtung abgefuhrt werden. 

Unter den idealisierenden Annahmen, daB ein Warmeaustausch nur durch Warmeleitung 
35 erfolgt und weiterhin, daB ein homogener Warmeumsatz im Separationsmedium stattfin- 
det, stellt sich im Analysehohlraum ein Temperaturprojfil gemaB folgender quadratischer 
Funktion ein: 



TT 



8 

T (z) = T max - az 2 

Wegen der oben genannten, vereinfachenden Annahmen gilt obige Fonnel nur in grober 
Naherung, da in der Realitat noch andere Mechanismen des Warmeaustausches (z.B durch 
5 Stxahlung) vorliegen. AuBerdem ist der Joule 'sche WSrmeumsatz nicht homogen, unter 
anderem bedingt durch die inhomogene Temperatur entlang der z-Achse, die iiber die 
elektrolytische Leitfahigkeit die elektrischen Feldparameter beeinfluBt 
Im inneren Zentralbereich des ersten Raumes und in dessen Peripheriebereich herrscht 
jedoch im wesentlichen gleiche Temperatur, mit anderen Worten, es liegt kein Temperatur- 
10 Gradient in radialer (r-) Richtung vor. Das identische Temperaturprofil entlang der Hoch- 
achse (z-Achse) im Inneren des Raumes und an dessen Randbereichen bewirkt eine in ra- 
dialer Richtung des ersten Raumes gesehen isotrope Gelviskositat und gewahrleistet 
gleichmafiige Ionenmobilitat Die sich in dem ersten Raum einstellenden elektrischen 

• Feldlinien und Migrationsbahnen der Proben von einer Elektrode zur gegentiberliegenden 
Elektrode verlaufen dann parallel zur z-Achse, d.h. der Hochachse des ersten Raumes ohne 
Auslenkung in radiale Richtung. 

GemaB des erfindungsgemaB vorgeschlagenen Elektrophorese-Verfahrens entspricht das 
Temperaturprofil im Separationsmedium parallel zu seiner Hochachse (z-Achse) in dessen 
Randbereich dem Temperaturprofil im Zentralbereich. Dadurch ist eine Auslenkung, d.h. 
eine Krummung der Migrationsbahnen aufgrund von Temperatureinfliissen ausgeschlos- 
sen. Die Ausbildung der von der Proben-LadeflSche ausgehend streng parallel zur Z-Achse 
verlaufenden Migrationsbahnen der Einzelproben kann dadurch unterstiitzt werden, dafi im 
ersten Raum, sowie gegebenenfalls im diesen umgebenden zweiten Raum, an der jeweili- 
gen Oberflache mit dem Flachennormal senkrecht zur Probenmigrationsrichtung mittels 
einer Temperier-Voirichtung entlang der Probenmigrationsrichtung ein Temperaturprofil 
erzeugt und aufiechterhalten wird, welches im wesentlichen demjenigen Temperaturprofil 
entlang der Probenmigrationsrichtung im Zentrum des ersten Raumes entspricht. 
Zur Beibehaltung einer Temperaturverteilung, die im wesentlichen von einer senkrecht zur 
Probenmigrationsrichtung verlaufenden Koordinate unabhangig ist, kann der erste Raum, 
und gegebenenfalls der ihn umgebende zweite Raum, gegen einen WarmefluB senkrecht 
zur Probenmigratioiisrichtung thermisch isoliert werden. 

Ebenso kann im ersten Raum, und gegebenenfalls im diesen umgebenden zweiten Raum, 
35 an deren jeweiligen Stimflachen - bei zylinderfSrmiger Ausbildung - mit dem Flachen- 
normal in oder gegen die Probeninigratioiisrichtung, mittels einer Temperier-Vorrichtung 
die elektrisch umgesetzte Joule'sche Warme abgefuhrt werden. 
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ben und muB so gewahlt werden, daB die unabhangige Auftrennung und Detekuon der Ei- 
zelproben gewahrleistet ist. Der Verteilung von Partikeln, z.B. Kompetenten Zellen, kon- 
nen Amplifizierungsscbritte folgen. Von hoher praktischer Bedeutung ist in diesem Zu- 
sammenhang das Aussortieren und Verteilen von Organismen, die einen zu sequenzieren- 
den DNA-Abschnitt (Insert) tragen. Bei konventioneUen Sequenzierungstechniken wird 
aufgrund einer Farbanderung des Organismus auf die Prasenz eines solcben DNA- 
Abschnittes (Insert) geschlossen. Dazu wird der Organismus durch gezielte Manipulation 
seiner DNA zur Bildung eines Farbstoffes veranlaBt. In Organismen, die ein Insert tragen, 
ist durch dieses die Bildung des Farbstoffes gestort. Die Manipulation der DNA des Orga- 
nismus kann so modifiziert werden, daB der gebildete Farbstoff, z.B. GFP (=Green Fluo- 
rescent Protein), bzw. die Farbanderung, von einem Fluoreszenz-Akuvierten Cell Sorter 
(FACS-Gerat) erfaBt werden kann und somit als Kriterium zur automatischen Sortierung 
bzw Verteilung von Organismen auf der Probenplatte dienen kann. Der Probenverteilung 
aufgrund gemessener Eigenschaften kSnnen weitere chemische Reaktionen oder physikah- 
sche Behandlungsschritte, z.B. Sequenzierungs-Reaktionen, vorzugsweise in der Proben- 
platte, folgen. 
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Separation nach 3 Parametern 

Die Einzelprobenpraparation des jeweiligen Probenauflrages kann derart erfolgen, daB 
zunachst in einem im wesentlichen zweidimensionalen Separationsmedium mehrere Pro- 
ben in paralleler Abarbeitung nach einem Parameter aufgetrennt werden. Das zweidimen- 
sionale Trennmedium wird dann, die aufgetrennten Probenfraktionen enthaltend, als Pro- 
benplatte mit einer Grenzflache des dreidimensionalen Separationsmediums in Kontakt 
gebracht. Die in dem zweidimensionalen Separationsmedium enthaltenen Proben konnen 
dann durch Migration in eine Richtung, die im wesentlichen senkrecht zu ihrer ursprungh- 
chen Laufrichtung orientiert ist, in dem dreidimensionalen Separationsmedium nach ei- 
nem weiteren Parameter aufgetrennt werden. Der Auftrennung durch das zweidimensio- 
nale Separationsmedium kann auBerdem eine Vorseparation in einem eindimensionalen 
Separationsmedium vorangestellt werden, so daB mit dem erfindungsgemaB vorgeschlage- 
nen Verfahren eine Auftrennung von Proben nach insgesamt drei unabhangigen Parame- 
tern erzielt werden kann. Alternativ kSnnen anstelle des zweidimensionalen Separations- 
mediums mehrere emdimensionale Separationsmedien mit darin enthaltenen, vorseparier- 
ten Probemraktionen in im wesentiichen paralleler Anordnung als Probenplatte mit der 
Grenzflache des dreidimensionalen Separationsmediums in Kontakt gebracht werden und 
die Proben in diesem aufgetrennt werden. Auf diese Weise ermoglicht das erfindungsge- 
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maB vorgeschlagene Verfahren die Auftrennung von Proben nach nur zwei Parametern, 
jedoch in paraUeler Abarbeitungsweise mit hohem Durchsatz. Zwiscben den einzelnen 
Separationsschritten kann jeweils eine Detektion der Proben dnrch entsprechende Verfah- 
ren erfolgen und erganzend oder alternativ eine chemische oder physikalische Behandlung 
des Separationsmediums und/oder der Proben erfolgen. Gegebenenfalls k6nnen auBerdem 
einzelne Probenfraktionen fur weitere analytische oder praparative Schritte aus dem Sepa- 
rationsmedium entnommen werden. 

Fur die ein- oder zweidimensionale Vorseparation der Einzelproben konnen z.B. die oben 
beschriebenen Eleklrophoresetechniken unter Verwendung der oben bescbriebenen Pro- 
benplatten, die zu diesem Zweck ein geeignetes Separationsmedium enthalten, genutzt 
werden. Dies ist insbesondere von Bedeutung fur die als Anwendung vorgeschlagene Auf- 
trennung von Proteingemischen nach drei unabhangigen Parametern (z.B. pH-Wert, GroBe, 
Hydrophobizitat bzw. Solubilitat) mittels des erfindungsgemaB vorgeschlagenen 
dreidimensaionalen Separationsverfahrens. 



Detektion, Fraktionskollektor 



Zur qualitativen und quantitativen Analyse von Proben kann deren Detektion im Rahmen 
des erfindungsgemaB vorgeschlagenen dreidimensionalen Separationsverfahrens durch 
eine Vielzahl verschiedener Techniken erfolgen. Vorzugsweise werden Photodetektions- 
verfahren eingesetzt. Im einfachsten Falle erfolgt eine Detektion durch einfaches Betrach- 
ten. 

Eine Kombination von Detektion und praparativem Sammeln der Probenfraktionen ist in 
vielen Fallen sinnvoll. In Ausnahmefallen erfolgt unter Verzicht auf eine Detektion aus- 
schlieBlich ein praparatives Sammeln der einzelnen Probenfraktionen. 
Fiir das Sammeln der Probenfraktionen wahrend des Trennvorgangs konnen zwei Verfah- 
ren unterschieden werden: 

Die erste AusfUhrungsvariante sammelt die Probenfraktionen unmittelbar an einer Grenz- 
Mche des Separationsmediums und speichert sie dort in oder auf einem geeigneten Sam- 
melmedium. Vorzugsweise besteht das Sammelmedium aus einer Membran oder einzelnen 
Probenplatten, die in regelmaBigen zeitlichen AbstSnden an einer Grenzflache des Separa- 
tionsmediums vorbeigefuhrt werden kOnnen. Durch einen regelmaBigen Transport der 
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Sammelmembran aus der Trennvomchtung, bzw. ein regelmaBiges Auswechseln der Pro- 
benplatten, werden die Probenfraktionen je nach Retentionszeit auf verscbiedenen Teilfia- 
chen der Membran, bzw. auf verscbiedenen Probenplatten, abgelegt. 

Bei der zweiten Variante werden die Proben durch ein Array aus Kapillaren, R5hren oder 
Schlauchen aus der Trennvorrichtung herausgefuhrt und von einem externen Fraktions- 
kollektor gesammelt. 

Die Detektion kann wanrend der Proben-Migration (Online-Detektion) oder nach Ab- 
schluB der Separation erfolgen. Eine Detektion der Proben wanrend ihrer Migration kann 
auf ein zweidimensionales Abbildungsverfabren zuruckgefuhrt werden. Dazu werden die 
Probenixaktionen bei ihrem Durchgang durch einen ausgewahlten, zweidimensionalen 
ebenen Detektionsbereich detektiert. Der im wesentlichen senkrecht zur Migrationsnch- 
tung der Proben orientierte Detektionsbereich liegt vorzugsweise nahe einer Grenzflache 
des Separationsmediums; er kann innerhalb oder auBerhalb des Separationsmediums lie- 
gen. Von diesem im wesentlichen zweidimensionalen Detektionsbereich kann in zeitlichen 
Intervallen, z.B. durch die im folgenden beschriebenen Detektionseinrichtungen, eine 
fortlaufende Serie zweidimensionaler Abbildungen aufgenommen und auf geeignete Weise 
aufgezeichnet werden. Die durch die Separation der Probenfraktionen zwischen ihnen ent- 
stehenden raumhchen Distanzen entlang der Migrationsrichtung werden also in zeitliche 
Abstande ihres Durchganges durch den Detektionsbereich umgesetzt. 

Im Falle einer Detektion nach AbschluB des Separationsvorganges ist ein 
dreidimensionales Abbildungsverfahren erforderlich. Hierzu kann beispielsweise ein ste- 
reoskopisches Abbildungsverfahren eingesetzt werden. Alternativ dazu kann ein im we- 
sentlichen zweidimensional definierter Detektionsbereich durch das Separationsmedium, 
vorzugsweise in Richtung dessen Hochachse (z-Achse), bewegt werden (Scannen). Von 
diesem Detektionsbereich kSnnen, z.B. durch die im folgenden beschriebenen Detektions- 
einrichtungen, eine Serie zweidimensionaler Abbildungen aufgenommen und auf geeignete 
Weise aufgezeichnet werden. 

Indem das dreidimensionale Separationsmedium nach AbschluB des Separationsvorgan- 
ges, z.B. durch parallele Schnitte, in Scheiben zerlegt wird, kann jedoch auch im Fall einer 
Detektion nach AbschluB des Separationsvorganges eine Ruckfuhrung auf ein herkommli- 
ches zweidimensionale AbbUdungsverfahren erfolgen. Vorzugsweise verlaufen die 
Schnitte parallel oder senkrecht zur Probenmigrationsrichtung. Die auf diese Weise erhal- 
tenen, im wesentlichen zweidimensionalen Scheiben des Separationsmediums kSnnen 
durch tibliche, geeignete 2D-Abtastverfahren abgebHdet werden. Eine praparative Isolation 
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von einzelnen Probenfraktionen durch Herauslosen aus den Scheiben ist dann ebenfalls 
leicht mSglich. 



Konfokale Detektion 



Bine bevorzugte Technik zur Online-Detektion ist eine konfokale Detektionseinnchtung, 
deren MeBkopf als Mehrfach-MeBkopf ausgebildet sein kann. Die konfokale Detektions- 
einrichtung ist mit einem oder mehreren optischen Systemen versehen, welche so ausgelegt 
sind, daB die objektseitigen punkt- oder linienfdrrnigen Foci der IUunnnatxons- 
Strahlengange mit denjenigen der Detektions-Strahlengange zusammenfallen. Zur Fokus- 
sierung des Illuminationslichtes nnd Erfassung des von den Proben im Detektionsbereich 
ansgehenden Lichtes kann ein- und dasselbe oder verscbiedene optische Systeme dienen. 
Im letzeren Fall sind die Strahlengange der optischen Systeme zur Rumination und Detek- 
tion vorzugsweise rechtwinklig zueinander angeordnet. AuBerdem kann in diesem Fall der 
dichroitische Strahlteiler zur Separation der Strahlengange von Beleuchtungs- und Detek- 
tionseinrichtung entfallen. 

Durch Wahl einer konfokalen Detektionsanordnung kann durch (Rayleigh-)Streuung im 
Separationsmedium und im umgebenden Medium verursachte Hintergrundstrahlung redu- 
ziert und eine bessere raumliche Auflosung in Richtung der optischen Achse errercht wer- 
den Mittels eines Mehrfach-MeBkopfes lassen sich groBere FlSchenbereiche der Quer- 
schnittsflache des ersten Raumes simultan abtasten. Zur Detektion von mit Fluoreszenz- 
farbstoffen markierten Einzelproben kann der (Mehrfach-)MeBkopf der konfokalen Detek- 
tionseinnchtung mit optischen Absorptions- und alternativ oder erganzend mit Interferes- 
Filtern versehen werden. 

Zum Bildaufbau kann die Detektionseinrichtung in x, y; r, CD-Richtung in Bezug auf eine 
Querschnittsflache des ersten Raumes, welcher das Separationsmedium und (he dann auf- 
zutrennenden Einzelproben enthalt, verfahren werden (Scannen). Das wahrend des Scan- 
ner in der Detektionseinrichtung erzeugte, im allgemeinen elektrische Signal kann dann 
geeigneten Einrichtungen zur Verstarkung und Aufzeichnung zugefuhrt werden. 



Punkt-konfokale Detektion 
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GemaB einer weiteren moglichen Ausfuhrungsvariante der konfokalen Detelction kann der 
Detektionsbereich punktweise beleuchtet werden. In bevorzugter Ausfuhrungsweise wird 
ein (oder mehrere) monochromatische, koharente Lichtquellen (z.B. Laser) eingesetzt. 
Mittels eines dichroitischen StrahlteUers kann der/die Strahl(en) zu einem Objektiv bin 
umgelenkt werden, welches ihn/sie auf einen Punkt in der Detektionsebene fokussiert. 
Der/die Strahl(en) kann dabei, urn ein Beispiel zu geben, auf fluoreszierende Molekiile 
treffen, die durch Anregung mit Licht der Laserwellenlange Fluoreszenzlicht einer ande- 
ren, groBeren Wellenlange abstrahlen. Das gleiche oder ein anderes Objektiv erfaBt je nacb 
numerischer Apertur einen Teil des abgestrahlten Lichtes, welches durch den dichroiti- 
schen Strahlteiler auf einen Detektor, zum Beispiel einen PhotomultipUer, Avalanche- 
Diode oder eine CCD-Kamera, umgeleitet wird. Je nach Starke des Lichtsignales wird ein 
entsprechendes Detektorsignal erzeugt. Die optischen Strahlengange der Beleuchtungsein- 
richtung und der Detektionseinrichtung sind so ausgelegt, daB ihre beiden objektseitigen 
Fokuspunkte im Detektionsbereich (punkt-)konfokal aufeinander hegen. Ein Bildaufbau 
wird durch ein Bewegen (Scannen) des MeBkopfes in x,y- oder co,r-Richtung relativ zum 
Separationsmedium ermoglicht. 

Zylindrisch konfokale Detektion 

Eine vereinfachte Detektionseinrichtung nutzt eine zylindrisch konfokale Anordnung einer 
Beleuchtungsvorrichtung in Kombination mit einem Zeilendetektor. Die von der Beleuch- 
tungszeile ausgehende Strahlung wird durch ein geeignetes optisches System linienfSrmig 
in den Detektionsbereich fokussiert. Die ausgeleuchtete Linie im Detektionsbereich wird 
durch ein geeignetes optisches System auf die Detektionszeile abgebildet. Als zylindrisch 
konfokal wird die Anordnung der dem Zeilendetektor und der Beleuchtungsvorrichtung 
zugeordneten optischen Systeme bezeichnet, wenn die beiden objektseitigen Fokuslinien 
der zugeordneten optischen Strahlengange deckungsgleich aufeinander hegen. , 

Die Ausleuchtung des Detektionsbereiches kann beispielsweise mittels einer zeUenformi- 
gen Anordnung von Leuchtdioden oder Laserdioden bzw. eines entsprechend facherfOrmig 
bewegten oder aufgeweiteten Laserstrahls erfolgen. Durch Ansteuerung der einzelnen 
Leuchtdioden oder Laserdioden bzw. der Bewegung des Laserstrahls synchronisiert zum 
Auslesevorgang des Zeilendetektors kann eine Verbesserung des Signal-zu-Rausch- 
Verhaltnisses im Sinne des Mode-Lockmg-Verfahrens erreicht werden. Das optische Sy- 
stem, welches einer zylindrisch konfokalen Kombination aus Illuminations- und Detekti- 
onseinrichtung zugeordnet ist, kann ein oder mehrere Gradienten-mdex-Linsenfelder, Zy- 
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linderlinsen, Mikrolinsenfelder oder eine Kombination dieser optischen Elemente enthal- 
ten. 

Gradienten-Index-Linsen 

Bevorzugt werden ein oder mehrere Gradienten-Index-Linsenfelder eingesetzt. Ein solches 
Linsenfeld (Array) besteht aus einer Vielzahl einzelner, dicht nebeneinander angeordneter 
Gradienten-Index-Linsen. Gradienten-Index-Linsen zeichnen sich dadurch aus, daB der 
Brechungsindex innerhalb des zylinderformigen LinsenkSrpers von der Zentralachse nach 
aufien hin kontinuierlich abnimmt. Stirnseitig eintretende Lichtstrablen werden dadurch 
innerhalb der Linse sinusformig abgelenkt. Gradienten-Index-Linsen werden in Durchmes- 
sern von etwa 0,1 bis 2 Millimetern gefertigt. Die Lange des zylinderformigen Linsenkor- 
pers bestimmt die Brennweite bzw. die optischen Abbildungseigenschaften der Linse. Gra- 
dienten-Index-Linsen einer bestirnmten Lange erzeugen eine aufirechte 1-zu-l-Abbildung. 
Bei Anordnung mehrerer solcher Linsen zu einem Array uberlagern sich die Bilder einzel- 
ner Linsen zu einer raumlich kontinuierlichen, aufirechten 1-zu-l-Abbildung beliebiger 
Ausdehnung. Durch Abbildung des Lichtes einer Leuchtdioden-Zeile, oder vorzugsweise 
einer Laserdioden-Zeile, mittels eines Gradienten-Index-Linsen-Arrays in den Detektions- 
bereich kann in diesem ein zeuenformiger Bereich raumlich selektiv beleuchtet werden. 
Das gleiche Linsen-Array kann zur raumlich selektiven Abbildung des beleuchteten Berei- 
ches innerhalb des Separationsmediurns auf eine zeilenfSrmige Detektionseinrichtung, z.B. 
eine CCD- oder Photodioden-Zeile, dienen. In diesem Fall kann das von dem beleuchteten 
Bereich im Detektionsbereich ausgehende Licht durch einen dichroitischen Strahlteiler 
wellenlangenspezifisch von dem von der Beleuchtungseinrichtung ausgehenden Licht se- 
pariert und der Detektionseinrichtung zugefuhrt werden. Zusatzlich zum dichroitischen 
Strahlteiler konnen weitere optische Absorptions- und Interferenz-Filter zur Verbesserung 
der spektralen Selektivitat der Detektion zum Einsatz kommen. 

Orthogonal zylindrisch konfokale Detektion 

Eine andere Ausfuhrungsvariante der Detekdonseinrichtung nutzt eine orthogonal zylin- 
drisch konfokale Anordnung einer zeilenfSrmigen Beleuchtungsvorrichtung in Kombinati- 
on mit einem Zeilendetektor. Dazu kann durch Abbildung des Lichtes einer Leuchtdioden- 
Zeile, oder vorzugsweise einer Laserdioden-Zeile, mittels eines geeigneten optischen Sy- 
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stems, vorzugsweise mittels einer Zylinderlinse, in den Detektionsbereich in diesem ein 
zeuenformiger Bereich raumlich selektiv beleuchtet werden. Der beleuchtete Bereich kann 
durch ein oder zwei Gradienten-Index-Linsen-Airay(s) mit gegenuber der optischen Achse 
der Beleuchtimgseinrichtung winldig angeordneter optischer Achse auf die Detektionsein- 
richtung abgebildet werden. Durch die im wesenthchen rechtwinldige (orthogonal konfo- 
kale) Anordnung der optischen Achsen von Illuminations- und Detektions-Einrichtungen 
kann eine Verringerung der durch (Rayleigh-)Streuung des murninations-Lichtes im Sepa- 
rationsmedium verursachten Hintergrundstrahlung erzielt werden und eine bessere raumli- 
che Aufl5sung in Richtung der z-Achse erreicht werden. AuBerdem kann in diesem Fall 
der dichroitische Strahlteiler zur Separation der Strahlengange von Beleuchtungs- und De- 
tektionseinrichtung entfallen. Auch bei dieser Ausgestaltung des optischen Systems k6n- 
nen optische Absorptions- und Interferenz-Filter zur Verbesserung der spektralen Selekti- 
vitat der Detektion zum Einsatz kommen. Auch die oben beschriebene Varianten von zy- 
lindrisch konfokalen Anordnungen konnen als Mehrfach-MeBkopf ausgefuhrt werden, 
indem mehrere solcher muminations- und DetektionszeUen zusammengefafit werden. Die 
in einem solchen Mehrfach-Mefflcopf zusammengefaBten IUuminations- und Detektions- 
einheiten kSnnen auch zur Aufnahme unterschiedUcher Strahlung, z.B. solcher mit ver- 
schiedener Wellenlange oder Polarisation, individuell ausgelegt werden. 

Zum Aufbau eines Bildes werden die oben beschriebenen muminations- und Detektions- 
zeilen mit im wesentlichen orthogonal zueinander angeordneten optischen Achsen und 
konfokal aufeinander liegenden Fokuslinien eindimensional in x- oder go- Richtung gegen- 
iiber dem Separationsmedium verschoben (Scannen). 



Integration Detektor in Elektrode 



Eine punkt-konfokale oder zylindrisch konfokale Detektionseinrichtung kann im Fall der 
elektrophoretischen Separation in einer der Elektroden, bevorzugt derjenigen Elektrode, 
auf welche die Proben innerhalb des Separationsmediums des ersten Raumes zuwandern, 
integriert sein. Beim Scan-Vorgang wird dann die Elektrode zusammen mit dem Detektor 
bewegt. Dadurch wird die Homogenitat des im Separationsmedium aufgebauten elektri- 
schen Feldes - gemittelt iiber einen oder mehrere Scan-Perioden - nicht durch die Detekti- 
onseinrichtung beeintrachtigt. Durch die Anordnung einer konfokalen Detektionseinrich- 
tung oberhalb des Separationsmediums beeintrachtigen im Zuge des Elektrophoresevor- 
ganges entstehende Gasblasen oberhalb des ersten Raumes nicht die Abbildung des Fluo- 
reszenzhchtes auf den Detektor. 
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Beleuchtung senkrecht zur Migrationsrichtung 

Bei einer weiteren Ausfuhrungsvariante einer Detektionseinrichtung kann eine Beleuch- 
tungseinrichtung so angeordnet sein, dafi ihre optische Achse im wesentlichen senkrecht 
zur Migrationsrichtung der Proben verlauft. GemaB dieser Anordnung wird durch eine vdr- 
zugsweise monochromatische, koharente Strahlungsquelle, z.B. einen oder mehrere Laser, 
ein im wesentlichen sich zweidimensional erstreckender, im wesentlichen senkrecht zur 
Migrationsrichtung der Proben orientierter Detektionsbereich beleuchtet. Dazu kann 
der/die Lichtstrahl(en) durch ein geeignetes optisches System, beispielsweise durch galva- 
nometrische Umlenkeinrichtungen, rotierende Polygonspiegel oder Zylinderlinsen, f&cher- 
fbrmig ausgelenkt bzw. aufgeteilt werden. 

Der Detektionsbereich kann dabei innerhalb des Separationsmediums oder auBerhalb des 
Separationsmediums, vorzugsweise nahe einer seiner Grenzflachen liegen. hn Falle einer 
Detektion wahrend der Migration der Proben (Online-Detektion) bleibt der Detektionsbe- 
reich stationar in Bezug auf das Separationsmedium. Die Probenfraktionen werden dann 
bei ihrem Durchtritt durch den Detektionsbereich detektiert. Im Falle einer Detektion nach 
AbschluJJ der Migration kann der Detektionsbereich zur Bildaumahme durch das Separati- 
onsmedium, vorzugsweise in Richtung dessen Hochachse (z-Achse), verschoben werden 
(Scannen). Dazu kann das Separationsmedium aus der Trennvorrichtung entnommen wer- 
den und einer separaten Detektionsvorrichtung zugefiihrt werden. 

Bevorzugt wird die Polarisationsrichtung des Hluminations-Lichtes so gewahlt, dafi nur ein 
minimaler Bruchteil der durch (Rayleigh-)Streuung im Separationsmedium und dem um- 
gebenden Losungsmittel verursachten Hintergrundstrahlung in Richtung der Detektions- 
einrichtungen abgestrahlt wird. Die Wellenlange des Hlummations-Lichtes wird bevorzugt 
so gewahlt, dafi eine optimale Fluoreszenz-Anregung der entsprechend markierten Proben- 
fraktionen erreicht wird, sowie die vom Separationsmedium und umgebenden Losungs- 
mittel ausgehende, durch Eigenfluoreszenz verursachte Storstrahlung mmimiert wird. Vor- 
zugsweise werden monochromatische Strahlungsquellen mit hohem Polarisationsgrad, 
beispielsweise Laser, eingesetzt. 

Die Aufriahme der von den Probenfraktionen emittierten Strahlung kann durch eine De- 
telctionseinrichtung erfolgen, deren optische Achse im wesentlichen parallel zur Hochachse 
des zylinderfbrmigen Separationskorpers liegt und eine seiner Stirnflachen schneidet. Es 
wird dann von der Detektionseinrichtung Strahlung aufgefangen, welche stirnseitig aus 
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dem Separationskorper austritt. Die optische Achse der Detektionseinrichtung kann dabei 
entgegen der Migrationsrichtung, vorzugsweise jedoch in Richtung der Migration der Pro- 
ben orientiert sein, 

Bei relativ langgestreckten Separationskorpern, d.h. solchen mit einem Verhalnis ihrer 
radialen zu ihrer Langserstreckung von beispielsweise < 1, kann jedoch auch eine Anord- 
nung der Detektionseinrichtung mit im wesentlichen schrag zur Hochachse des Separati- 
onskorpers Uegender optischer Achse von Vorteil sein. In diesem FaU schneidet die opti- 
sche Achse des Detektionssystems die Wandflache des im wesentlichen zylinderformigen 
Separationskorpers; sie kann dabei in oder entgegen der Migrationsrichtung orientiert sein 
Von der Detektionseinrichtung wird dann Strahlung aufgefangen, die vom Detektionsbe- 
reich ausgehend, z.B. durch ein entsprechendes Fenster, durch die rings umgebende Wand- 
flache des Separationskorpers austritt. 

In jedem Fall ist daftir Sorge zu tragen, daB in der DeteMonseinrichtung ein optisches Sy- 
stem mit hoher numerischer Apertur eingesetzt wird. Die Strahlung aus der Detektionsebe- 
ne, oder aus einem Teilbereich der Detektionsebene, wird vom optischen System z.B. auf 
eine hoch auflSsende CCD-Kamera zweidimensional abgebildet, welche der Detektions- 
einrichtung nachgeschaltet ist. Wird nur ein Teilbereich der Detektionsebene abgebildet, so 
kann die Detektionseinrichtung zur Erfassung des gesamten Detektionsbereiches gegen- 
Uber diesem entsprechend in x-, y-, oder ©-Richtung verschoben werden (Scannen). 

Eine zur Durchfuhrung des erfindungsgemaBen Verfahrens dienende Vorrichtung umfasst 
einen Separationsaufbau, der mindestens einen Raum enthalt, der sich wesentiich iiber drei 
Raumkoordinaten erstreckt und der so beschaffen ist, daB er mit einem Separationsmedium 
befullt werden kann. Dem Separationsmedium werden an einer Stirnflache die aufzutren- 
nenden Proben zugefuhrt. Der auf diese Weise gebildeten Separations-Anordnung ist eine 
Detelctions-Einrichtung zugeordnet. Alternativ oder zusatzHch zur Detektions-Einrichtung 
l<ann eine Vorrichtung zum praparativen Sammeln der einzelnen Probenfraktionen (Frakti- 
onssammler) zugeordnet sein. Urn eine Migration der Proben durch das Separationsmedi- 
um zu veranlassen, ist die Trennvorrichtung auf vorteilhafte Weise so gestaltet, daB ein 
elektrisches Feld darin aufgebaut werden kann, oder daB sie Zentrifugalbeschleunigungen 
ausgesetzt werden kann, oder daB durch eine geeignete Vorrichtung, z.B. durch eine Pum- 
pe oder Pneumatik ein hydrostatischer Druck oder ein Gasdruck appliziert werden kann. 



Elektrophorese- Vorrichtung 
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Im Falle des Einsatzes der Vorrichtung zur Elektrophorese sollte die Anordnung einen den 
ersten Raum umgebenden, konzentrisch zu diesem angeordneten, zweiten Raum mit einer 
Warmeisolation enthalten. Der erste Raum sollte ein Radius zu Langenverhaltnis R/Z gr6- 
Ber als 0,5 aufweisen, urn eine gute Abfuhr der bei der Elektrophorese freiwerdenden Jou- 
le 'schen Warme durch die Stimseiten des in ihm enthaltenen Separationsmediums zu ge- 
wahrleisten. Eine besonders gute Warmeabfuhr liegt dann vor, wenn das Radius zu Lan- 
genverhaltnis R/Z bei groBer als 1 Uegt. AuBerdem wachst die Gesamtanzahl der mit der 
Vorrichtung auftrennbaren Einzelproben quadratisch mit dem Radius des ersten Raumes, 
der das Separationsmedium enthalt. 

In bevorzugter Ausgestaltung des erfindungsgemaB vorgeschlagenen elektrophoretischen 
Trennaufbaues kann der den ersten Raum umgebenden zweite Raum ein Isolationsmedium 
enthalten, welches der thermischen Isolation des Separationskorpers in radialer Richtung 
dient. Die Isolation bewirkt die Ausbildung eines von der radialen (r-)Koordinate weitge- 
hend unabhangigen Temperaturprofils im ersten Raum. Die Ausbildung eines von der ra- 
dialen (r-) Koordinate unabhangigen Temperaturprofils im ersten Raum kann durch eine 
Temperierung der Raumbegrenzung des ersten Raumes entlang der Migrationsrichtung der 
Proben (Hochachse oder z-Achse) unterstutzt werden. Die Temperierung der Raumbegren- 
zung kann z.B. elektrisch oder mittels eines Temperiermediums erfolgen. 

In bevorzugter Ausgestaltung des Trennaufbaus sind die Stimseiten des ersten Raumes und 
gegebenenfalls des zweiten Raumes von Elektroden derart tiberdeckt, daB sich in dem im 
ersten Raum aufgenommenen Separationsmedium bei Anlegen einer elektrischen Span- 
nung ein moglichst homogenes elektrisches Feld einstellt. Die Elektrodenelemente sind 
bevorzugt plattenformig ausgebildet und enthalten elektrisch leitende Verbindungen, die 
jeweils auf der Seite der Elektroden angeordnet sind, die dem Separationsmedium abge- 
wandt Uegen. Die die Elektroden umgebenden Raume grenzen an das Separationsmedium 
an. Sie sind so gestaltet, daB sie mit einer Fliissigkeit oder einem Elelctrolyten, vorzugswei- 
se einem Puffermedium, aufgeftillt werden kfinnen und weiterhin so, daB ein WarmefluB 
fiber die Stimseiten des Separationsmediums ermSglicht wird. Vorzugsweise ist dort eine 
Warmeaustauschvorrichtung vorgesehen. Auf vorteilhafte Weise ist diese mit einer Tem- 
peri'ervorrichtung kombiniert. Als Warmeaustauschmedium dient vorzugsweise die die 
Elektroden umgebende Fliissigkeit. 

Wird bei der erfindungsgemaB vorgeschlagenen Vorrichtung zur Durchfuhrung des Ver- 
fahrens der die Warmeisolation aufhehmende zweite Raum von einem Reservoir um- 
schlossen, welches mit den die Elektroden umgebenden Raumen in einer einen Austausch 
ermogUchenden Weise verbunden ist, kann im Falle der Anwendung zur Elektrophorese 
ein diffusiver Ionenaustausch zwischen den an den anodenseitigen und kathodenseMgen 
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Stirnbereichen des ersten Raumes befiBdlichen Flussigkeitsvolumina erzielt werden. Da- 
durch kann einerseits die Menge des erforderlichen Puffermediums herabgesetzt werden, 
und andererseits eine Einstellung bzw. Konstanthaltung gewiinschter chemischer, physika- 
lischer und elektrischer Eigenschaften des Puffermediums begunstigt werden. In bevor- 
zugter Ausfuhrung erfolgt ein aktiver Austausch des Puffermediums durch eine geeignete 
Umwalzanlage, z.B. durch eine Pumpe. Dabei kann in besonders vorteilhafter Ausfuhrung 
eine Thermostatisierung, z.B. durch einen Warmetauscher, im Zirkulationskreislauf vorge- 
sehen sein, mittels der die an den Stirnseiten des Separationsmediums austretende Jou- 
le 'sche Warme abgefuhrt werden kann. 

D etektions vorrichtung 

Photodetektions-Vorrichtungen kSnnen nach Art der Datenaufhahme klassifiziert werden. 
Es konnen folgende Vorrichtungen unterschieden werden: 

a) Das 3D-Bildaufhabme-System zur Detektion der Probenfraktionen nach AbschluB 
des Separationsvorganges oder 

b) Das Online-Detektions-System zur Detektion der Probenfraktionen wahrend des 
Separationsvorganges. 

Das 3D-BUdaufhahme-System ist so gestaltet, daB bei einer Bildaufhahme jedem Volu- 
menelement des Separationsmediums mindestens ein photometrischer MeBwert zugeordnet 
werden kann, das heifit jeder Datensatz umfafit einen Ortsvektor mit 3 Koordinaten, dem 
mindestens ein photometrischer MeBwert zugeordnet ist. 

Das Online-Detektionssystem ist so gestaltet, daB jedem photometrischen MeBwert ein 
zweidimensionaler Ortsvektor und zusatzlich die Zeit als dritte Koordinate zugeordnet ist. 
Online-Detektionssysteme sind so gestaltet, daB sie in regelma\Bigen zeithchen Intervallen 
MeBwerte aus einer stationaren Ebene (Detektionsebene), durch die die Probenfraktionen 
hindurch migrieren, aufhehmen. Die Detektionsebene kann dazu innerhalb des Separati- 
onsmediums oder auBerhalb nahe einer Grenzflache des Separationsmediums liegen. 
Fur die Online-Detektion kSnnen wiederum zwei Vorrichtungstypen unterschieden wer- 
den: 

a) Konfokale Scanner und 

b) 2D-Bildaufhahme-Systeme mit orthogonaler Beleuchtungsvorrichtung. 
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Konfokale Scanner 

Als vorteilhafte Ausfuhixingsvariante konfokaler Scanner konnnen punktkonfokale oder 
5 zylindrisch konfokale Scanner mit einfachem MeBkopf oder mit MehrfachmeBkopf in Be- 
tracht. Scanner mit MehrfachmeBkopf bieten den Vorteil, daB zum Auslesen einer gegebe- 
nen Flache kurzere Auslesezeiten n5tig sind und der Scan-Vorgang mit geringeren Ge- 
schwindigkeiten durchgefuhrt werden kann. AuBerdem konnen die einzelnen, zu einem 
Mehrfach-MeBkopf zusammengefaBten MeBkSpfe individuell zur Messung von Strahlung 
10 mit unterschiedlichen Eigenschaften, z.B. unterschiedlicher Wellenlange, eingerichtet wer- 
den. Bei Betrieb konfokaler Scanner in Verbindung mit elektrophoretischen Trennvor- 
richtungen ist der Einbau des MeBkopfes in eine der Elektroden besonders vorteilhaft. 

Zylindrisch konfokaler Scanner 

Ein besonders einfacher und gleichzeitig vorteilhafter Scanner zeichnet sich durch zylin- 
drisch konfokale Optik aus. Eine solcher Scanner ist gekennzeichnet durch eine zylindri- 
20 sche Beleuchtungsoptik und durch eine oder mehrere vorzugsweise koharente Strahlungs- 
quellen, z.B. Laser mit Optik zur StraMaufweitung. Die Beleuchtungsoptik ist so gestaltet, 
daB die Strahlung der Strahlungsquellen in die Detektionsebene fokussiert wird. Durch die 
Wahl einer Zylinderoptik, vorzugsweise einer Zylinderlinse, ergibt sich eine beleuchtete 
Fokuslinie in der Detektionsebene. 

25 

• Die Detektionsoptik ist so eingerichtet, daB diese Linie auf einen Zeilendetektor abgebildet 
wird. Die optischen Achsen von Beleuchtungsoptik und Detektionsoptik sind vorteilhaft 
winklig zueinander orientiert. Vorteilhaft ist auch ein Aufbau unter Verwendung von zwei 
Beleuchtungseinrichtungen, welche im wesentlichen symmetrisch beidseitig zur Detekti- 
30 onsoptik angeordnet werden. Die Detektionsoptik zeichnet sich durch punktgetreue Abbil- 
dungseigenschaften aus. Vorzugsweise werden Anordnungen (Arrays) von Linsen ver- 
wendet. Besonders vorteilhaft ist die Verwendung eines Gradientenindex-Linsenarrays. 

Optik und Zeilendetektor bilden mechanisch eine Einheit, welche auf einen beweglichen 
35 Schlitten montiert ist. Durch eine Antriebsvorrichtung kann der Schlitten entlang einer 
kartesischen Koordinate bewegt werden oder um eine Achse rotieren. Die Steuerungs- und 
Auslese-Elektronik fur den Zeilendetektor ist synchronisiert mit der Bewegung des Schht- 



TT 



23 



tens. Der so gebildeten Scan-Vorrichtung ist ein Datenaufzeichnungsgerat zugeordnet und 
ein EDV-Gerat zur Datenauswertung. 



Punktkonfokaler Scanner 



Punktkonfokale Scanner weisen gegenuber zylindrisch konfokalen Scannern eine bessere 
Ortsauflosung auf. Von besonderer Bedeutung ist bier die Ortsauflosung in Richtung der 
optischen Achse (Tiefenscharfe). Elektronische Steuerung, Datenaufceichnung und Daten- 
auswertung sind bei punktkonfokalen Scannern jedoch aufwendiger., es ist zu beriicksich- 
tigen, daJ3 der oben beschriebene mechanische Schlitten in der Weise modifiziert werden 
muB, daB der punktkonfokale MeBkopf Bewegungen entlang zweier Koordinaten ausfub- 
ren kann, und damit eine Flache (Detektionsebene) abtasten kann. 
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Orthogonale Beleuchtung 

2D-Budaufhahme-Systeme mit orthogonaler Beleuchtungsvorrichtung fur eine Detektion- 
sebene sind durch folgende Merkmale gekennzeichnet: 

Sie verftigen tiber eine Beleuchtungseinrichtung, gebUdet durch eine vorzugsweise koha- 
rente Lichtquelle, z.B. einen oder mehrere Laser mit StraMaufweitungsoptik, die so an der 
Trennvorrichtung angebracht ist, daB im Separationsmedium oder nahe einer Grenzflache 
des Separationsmediums eine Detektionsebene so aufgespannt wird, daB die Probenfrag- 
mente durch diese Ebene hindurch migrieren konnen. Der Beleuchtungsvorrichtung zuge- 
ordnet ist ein Detektionssystem, gebildet aus einem Objektiv und einem Detektor, vor- 
zugsweise einer CCD-Kamera. Die Anordnung des Objektivs und des Detektors ist so ge- 
wahlt, daB eine zweidimensionale Abbildung des Detektionsbereiches auf den Detektor 
erfolgt. Die Eigenschaften des Objektivs sind so gewanlt, daB die Abbildung mit hoher 
Apertur und gleichzeitig hoher OrtsauflSsung erfolgt. Die optische Achse des Objektivs 
kann im wesentlichen parallel zur Migrationsrichtung der Proben verlaufen. In dieser An- 
ordnung nimmt das Objektiv Strahlung auf, welche stimseitig aus dem Separationsmedium 
austritt. 

Die optische Achse des Objektivs kann aber auch schrag zur Migrationsrichtung verlaufen. 
In diesem Fall ist die Detektionsvomchtung seitlich an der Trennvorrichtung vorgesehen. 
In diesem Fall ist es empfehlenswert, ein prismenfdrmiges Fenster zum Separationsraum 
hin vorzusehen, dessen optische Eigenschaften, insbesondere der Brechungsindex, denen 
des Separationsmediums ahneln. Bei einem solchen Aufbau kann es vorteilhaft sein, die im 
Detektionsbereich schrag zur Richtung der Probenmigration, vorzugsweise senkrecht zur 
optischen Achse des Objektivs, anzuordnen. Dies hat den Vorteil besserer Abbildungsei- 
genschaften, jedoch den Nachteil, daB Differenzen der Probenlaufzeiten aufgrund unter- 
schiedlicher Wege durch das Separationsmedium korrigiert werden mtissen. 

Die Datenaufzeichnung kann durch ein geeignetes Aufzeichnungsgerat erfolgen, welches 
in periodischen Intervallen DatensStze, im wesentlichen in Form von zweidimensionalen 
Bildern, aufnimmt. 

Indem an das oben beschriebene 2D-Bildaufhahmesystem ein Translationsmechanismus 
adaptiert wird, der eine Verschiebung des Detektionsbereiches entlang einer Achse, vor- 
zugsweise der Hochachse, durch das Separationsmedium bewirkt, kann ein 3D- 
Bildaufhahmegerat zur Detektion von Probenfraktionen nach Beendigung ihrer Separation 
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aufgebaut werden. Das Datenaufhahmegerat ist in diesem FaU mit der Translationsvor- 
richtung synchronisierL Das oben beschriebene 3D-Bildaufnahmegerat kann auch unab- 
hangig von der Trennvorrichtung aufgebaut sein. In diesem Fall kann das Separationsme- 
dium nach Abschlufi des Separationsvorganges aus der Trennvorrichtung entnommen wer- 
den und dem separaten 3D-Budaufhahmegerat zugefuhrt werden. 

Preparatives Sammeln einzelner Fraktionen 



Alternativ oder vorzugsweise erganzehd zur Probendetektionseinrichtung kann eine Frak- 
tionssammelvorrichtung vorgesehen sein. Besonders vorteilhaft ist es, die Fraktionssam- 
melvorrichtung mit der Probendetektionseinrichtung zu koppeln. Eine solche Kopplung 
ermoglicht den Austausch und die Zuordnung von Daten, sowie eine einseitige oder ge- 
genseitige Steuerung zwischen den beiden Einheiten. 

Es kSnnen zwei Ausfuhrungsvarianten unterschieden werden: 

Die erste Ausfuhrungsvariante ist gekennzeichnet durch einen Transportmechanismus fur 
Sammelmedien wie Platten, Membranen, Microtiterplatten oder Arrays aus Reagenzrohr- 
chen. Vorzugsweise besteht das Sammelmedium aus einer Membran oder einzelnen Pro- 
benplatten. Die Sammelmedien werden durch den Transportmechanismus unmittelbar an 
einer Grenzflache des Separationsmediums plaziert, in regelmaBigen Zeitabstanden aus- 
getauscht und aus der Trennvorrichtung herausbefordert. Vorzugsweise wird eine Abroll- 
vorrichtung, ahnUch einem Filmprojektor, benutzt, die eine Membran transportiert. Die 
Eigenschaften der Membran sind so gewahlt, daB die aus dem Separationsmedium austre- 
tenden Fraktionen an ihr gebunden werden. Durch den regelmaBigen Transport der Sam- 
melmembran aus der Trennvorrichtung, bzw. ein regelmafiiges Auswechseln der Proben- 
platten, werden die Probenfraktionen je nach Retentionszeit auf verschiedenen Teilflachen 
der Membran, bzw. auf verschiedenen Probenplatten, abgelegt. 

Die zweite Ausfuhrungsvariante ist gekennzeichnet durch ein Kapillaren-Array oder ein 
Array aus Hohlkorpern, wie z.B. Rohren oder Schlauchen. Jeweils ein Ende ist als Ein- 
trittsofmung nahe der Probenaustrittsflache an der Grenzflache des Separationsmediums 
positioniert. Die AustrittsSffhungen befinden sich auBerhalb der Trennvorrichtung iiber 
einem Fraktionssammelgerat, vorzugsweise einem Sammelgerat fur Mikrotiterplatten oder 
Probenplatten. Der Transport von der Eintrittsofmung wird bewirkt durch eine Pneumatik, 
die auf alle Kapillaren gemeinsam, oder auf jede Kapillare einzeln wirkt, oder durch elek- 
trische Krafte. Das elektrische Feld oder die Pneumatik sind so ausgelegt, daB die Proben- 
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fraktionen aus der Trennapparatur herausgefuhrt und dem Fraktiomsammelger&t zugefuhrt 
werden. 

Zur Bearbeitung und Herstellung von Probenplatten, sowie der Bearbeitung der Oberflache 
von SeparationskSrpern ist eine Formvorrichtung vorgesehen. Das Formteil ist ein platten- 
fbrmiges Werkzeug, welches an seiner Oberflache Erhebungen, bzw. Vertiefungen in vor- 
zugsweise periodisch zweidimensionaler Anordnung besitzt. Das Material der Oberflache 
ist vorzugsweise so gewahlt, daB es einerseite Formungsprozesse, wie z.B. Polymerisation 
von beispielsweise Acrylamid, fordert oder zumindest nicht behindert, und andererseits 
gute Trenneigenschaften besitzt, d.h. daB nur geringe, oder keine AfBnitat gegeniiber den 
zu formenden Materialien besteht. 



Probenplatten 

Probenplatten sind primar dem oben beschriebenen erfindungsgemafJen dreidimensionalen 
Trennverfahren und der Trennvorrichtung zugeordnet. Allerdings sind ihre Eigenschaften 
und VerwendungsmogHchkeiten so gestaltet, daB ihre Anwendung auch weitergehend ge- 
faBt werden kann. So sind sie generell nutzliche Gebrauchsgegenstande im Bereich Klonie- 
rung, wie beschrieben. 

Eine wesentliche Funktion von Probeplatten im Rahmen des erfindungsgemaB vorgeschla- 
genen dreidimensionalen Separationsverfahrens ist das Beladen der Trennvorrichtung. 
Probenplatten, die bevorzugt im Rahmen der dreidimensionalen Separation verwendet 
werden, sind dazu in mehrfacher Hinsicht an die beschriebene Trennvorrichtung und an die 
spezifischen Anwendungen anzupassen. 

Eines der Hauptmerkmale von Probenplatten, die im Rahmen der dreidimensionalen Sepa- 
ration verwendet werden, ist, daB ihr Format und ihre Abmessungen im wesentlichen de- 
nen der Trennvorrichtung angepasst sind. Da die Trennvorrichtung vorzugsweise zylin- 
drisch aufgebaut ist, ist ein kreisfbrmiges Format eines der moghchen vorteilhaften For- 
mate. Ein solches Format ist jedoch in ttblichen automatischen Laborhandhabungs- 
Systemen schwer zu handhaben, da diese gewShnlich an rechteckige Formate angepaBt 
sind. Als Kompromiss erscheint daher ein quadratisches Format vorteilhaft. Die Abmes- 
sungen der Probenpatten sind derart gewShlt, daB sie nahe einer (stirnseitigen) Grenzflache 
des Separationsmediums angeordnet werden konnen. 
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Vorzugsweise wird zum Laden der Trennvorrichtung die die Einzelproben enthaltende 
Probenplatte nahe einer (stimseitigen) Grenzflache des Separationsmediums angeordnet. 
Die ttbertragung der Einzelproben aus der Probenplatte in das Separationsmedium erfolgt 
durch geeignete physikalische oder chemische Parameter wie z.B. elektrische Krafte, 
Druck, Zentrifugalkrafte, Gravitation, osmotische Krafte, Diffusion oder Kapilarkrafte. 
Vorzugsweise sind deshalb Probenplatten zumindest teilweise aus porosem Material ge- 
fertigt. Das porose oder permeabel ausgebildete Material ermoglicht elektrische Strome, 
Flussigkeitsstrome, Gasstrome, einen diffusiven Stoffaustausch etc. . Dabei ist es vorteil- 
haft, wenn das porose Material so angeordnet ist, daB ein Materialtransport in oder entge- 
gen zur Flachennonnalen ermoglichst wird. Beziiglich seiner Materialeigenschaften wie 
z.B. der Porengr8Be und der Saugfahigkeit, kann das porose Material der Probenplatten 
vorzugsweise so beschaffen sein, daB es ermfiglicht auf inm Proben ortlich zu fixieren 
bzw. einzubetten. 



Die ortliche Fixierung von Proben kann auch dadurch ermoglicht werden, daB die Proben- 
platten feste Trennwande, z.B. in Form einer Wabenstruktur oder Vertiefungen in der 
Oberflache, aufweisen. Eine ertliche Fixierung kann ebenfalls durch elektrostatische 
Krafte mittels Elektroden, oder durch magnetische Fixierung an kleinen Parukeln aus ma- 
gnetischem Material, ermoghcht werden. Dazu konnen die Elektroden bzw. Parukel an der 
Oberflache der Probenplatten angeordnet sein, bzw. in diese eingelassen sein. 

Vorzugsweise sind fur Probenplatten auch solche Materialien gewahlt, die hSheren Tempe- 
raturbelastungen, insbesondere Temperaturbelastungen, wie sie beim PCR-Verfahren auf- 
treten, standhalten. Zumindest ist es vorteilhaft, wenn zumindest die Bestandteile der Pro- 
benplatte hoheren Temperaturen standhalten, welche an einer ortlichen Fixierung der Pro- 
ben beteiligt sind. 

Vorteilhaft bestehen Probenplatten auch aus Materialien, die das Wachstum von Zellen 
nicht behindern, bzw. die das Wachstum von Zellen selektiv oder auch nicht-selektiv be- 
gfinstigen konnen. Dies ist besonders fur diejenigen Typen von Probenplatten wichtig, die 
fur das in dieser Patentapplikation beschriebene FACS-gesttitzte Klonierungs-Verfahren 
verwendet werden sollen. 

Nicht aUe als vorteilhaft dargesteUten Spezifikationen lassen sich in einer Ausfuhrung von 
Probenplatten vereinen. Deshalb ist es vorteilhaft, Probenplatten fur ganz spezifische An- 
wendungen vorzusehen. Beispiele hierfur sind Probenplatten fur Zellkultur unter Verwen- 
dung von Nahrmedien, z.B. Agarose, Probenplatten fur das PCR-Verfahren, Probenplatten 
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fur Silica-Filtration, Probenplatten fur Separationszwecke, die ein geeignetes Separations- 
medium, z.B. Agarose oder Polyacrylamid enthalten, oder spezieUe Probenplatten fur 
chemische, physikalische oder pbotometrische MeBzwecke. 



Probentransport/ Austausch 

Die Entnahme oder Zufuhrung von Stoffen wie z.B. Proben oder Reagenzien aus oder in 
Probenplatten oder der Ladeschicht eines SeparationskSrpers kann durch geeignete Lade- 
werkzeuge erfolgen. Wegen der groBen Anzahl der Proben (in der GroBenordnung von 
10.000 Einzelproben) ist ein solches Werkzeug gekennzeichnet durch eine regelmaBige 
Anordnung (Array) von Hohlkorpern, Tips, Pins oder Kapillaren, welche eine Vielzahl von 
Proben gleichzeitig aufhehmen und tiberfuhren konnen. 

Auf vorteilhafle Weise ist dieses Array dadurch gekennzeichnet, daB die einzelnen Ele- 
mente des Arrays Anschlusse aufweisen. Diese Anschlusse sind vorzugsweise pneumati- 
sche Anschlusse oder elektrische Kontakte oder eine Kombination daraus. Die Elemente 
sind so ausgelegt, daB von ihnen bzw. mit ihrer Hilfe Stoffe aufgenommen oder abgegeben 
werden konnen. 

Ein anderes Werkzeug zum Befallen von Probenplatten besteht aus einem Translationsme- 
chanismus fur Probenplatten. Der Translationsmechanismus wird gesteuert durch einen 
Zellsortierer, vorzugsweise ein FACS-Gerat. Das Steuergerat (Zellsortierer, FACS-GerSt) 
ist durch seinen Aufbau und sein Steuerungsprogramm so ausgelegt, daB TrSpfchen oder 
Teile eines Flussigkeitsstroms durch z.B eine Blende in Richtung der Probenplatte gelenkt 
werden. Die Ansteuerung der mechanischen Translationsvorrichtung zur Bewegung der 
Probenplatte in einer oder mehreren Koordinaten erfolgt ebenfalls durch das Steuergerat. 



Das erfindungsgemaB vorgeschlagene Verfahren und die dafur vorgesehene Vorrichtuhg 
eignen sich insbesondere als Instrument zu einer simultan vorzunehmenden Auftrennung 
einer sehr groBen Anzahl von Gemischen von Biomolekiilen oder chemischen Substanzen 
wie z.B. DNA-Fragmente ,Proteine, Blut- oder Blutplasma in einem dreidimensionalen 
Separationsmedium. Es laBt sich fur alle analytischen Techniken einsetzen, welche ledig- 
Uch eine relativ geringe Trenngenauigkeit verlangen und in denen die genaue Identitat der 
einzelnen Proben nicht von herausragender Bedeutung ist Die bevorzugte Hauptanwen- 
dung des erfindungsgemaB vorgeschlagenen Verfahrens liegt auf dem Feld der 
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dreidimensionalen Elektrophorese. Mittels des erfindungsgemaB vorgeschlagenen Verfah- 
rens lassen sich in paralleler Abarbeitung mehrere tausend Einzelproben simultan auftren- 
nen, die eine Vielzahl kurzer DNA-Abschnitte (einige 10 bis 100 Basen) enthalten. Da- 
durch bietet sich der Einsatz des erfindungsgemaB vorgeschlagenen Verfahrens zur Gen- 
Expressionsanalyse gemSB der SAGE-Technik (Serial Analysis of Gene Expression) an, 
jedoch unter Vermeidung des bei dieser Technik erforderlichen, aufwendigen Verkettungs- 
schrittes der einzelnen DNA-Abschnitte. 

Werden langere Sequenzen der Einzelklone (150 bis 200 bp (Basenpaare)) benotigt, kann 
das erfindungsgemaB vorgeschlagene Verfahren sowie der dazu geeignete Trennaufbau zur 
"Shotgun"-Sequenzierung eingesetzt werden. Ein weiteres Anwendungsgebiet des erfin- 
dungsgemaB vorgeschlagenen Verfahrens ware die "DNA-fingerprint" -Technik. 

SchlieBlich liegen ein weitere Anwendungsgebiete des erfindungsgemaB vorgeschlagenen 
Verfahrens in der Proteinanalyse sowie in der Expressionsanalyse von Biomolekulen. Da- 
bei lassen sich Proteingemische und dergleichen, insbesondere hinsichtlich dreier Parame- 
ter auftrennen, die z.B. durch den pH-Wert, die GroBe und die Hydrophobizitat (bzw. So- 
lubihtat) der Biomolekiile gegeben sein kQnnen. Weitere Anwendungen sind die Auftren- 
nung von Substanzen, anorganischen oder organischen Molekulen, DNA, RNA, Lipiden, 
Peptiden, Aminosauren, die Sequenzanalyse von Nukleinsauren, Detektion von Punktmu- 
tationen, der Einsatz des Separationsmediums 6 bei der Exprimierungsanalyse und Pro- 
teinanalyse hinsichtUch mehrerer Parameter wie z.B. pH-Wert, GroBe und Hydrophobie- 
zitat (bzw. Solubilitat) der Einzelproben 29, der Diagnose von Krankheiten und der Analy- 
se metabolischer Produkte. 
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Zeichnungen 

Anhand der Zeichnungen wixd das erfindungsgemaB vorgeschlagene Verfahren eingehen- 
der erlautert. 

Es zeigt: 

Figur 1 den prinzipiellen Aufbau einer Auftrennanordnnng (Separationsapparatur) 

mit einem Hohlraum zur Aufiiahme eines Separationsmediums mit einer 
Probenanordnung, 

Figur 2 den schematischen Aufbau einer zwischen zwei Elektroden angeordneten 

(elektrophoretischen) Separationsapparatur mit konzentrischen Raumen zur 
Aufiiahme einer Isolation und eines Puffermediums, 

Figur 3 die schematische Wiedergabe einer Separationsapparatur mit beweglichem 

MeBkopf mit Beleuchtungs- und Detektionseinrichtung in punktkonfokaler 
Anordnung und im wesentlichen parallel zur Hochachse (z-Achse) verlau- 
fender optischer Achse, 

Figur 4 die schematische Wiedergabe einer Separationsapparatur mit beweglichem 

MeBkopf mit Beleuchtungs- und Detektionseinrichtung in orthogonal zylin- 
drisch konfokaler Anordnung, 

Figur 5 die schematische Wiedergabe einer Separationsapparatur mit seitlich ange- 

ordneter Beleuchtungseinrichtung und einem stationaren Detektor mit hn 
wesentlichen parallel zur Hochachse (z- Achse) verlaufender optischer Ach- 
se, 

Figur 6 die schematische Wiedergabe einer Separationsapparatur mit seitlich ange- 

ordneter Beleuchlamgseinrichtung und einem stationaren Detektor mit im 
wesentlichen schrSg zur Hochachse (z-Achse) verlaufender optischer Achse 
und 
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Figur 7 die sich einstellenden Wanneuberttagungsrichtungen an einer schematisch 

wiedergegebenen, zwei konzentrische Raume umfassenden elektrophoreti- 
schen Separationsapparatur und das sich einstellende Temperaturprofil. 



Figur 1 zeigt den prinzipiellen Aufbau einer Separationsapparatur 1 mit einem Hohlraum 
zur Aufhahme des Separationsmediums 6 und einer Probenplatte 7. 

Die in Figur 1 schematisch wiedergegebene Anordnung eines Trennaufbaus 1 umfaBt ei- 
nen ersten Raum 2, der als Analyseraum dient. Der erste Raum 2 ist vorzugsweise konzen- 
trisch zur mit Bezugszeichen 15 gekennzeichneten Hochachse (z-Achse) angeordnet. Der 
erste Raum 2 ist durch eine Raumbegrenzung 2.1 umschlossen und von der Umgebung 
getrennt und so gestaltet, daB er ein Separationsmedium 6 aufhehmen kann. Im ersten 
Raum 2 ist ein Separationsmedium 6 aufgenommen, welches je nach Anwendung sowohl 
fest, flussig als auch kolloid vorliegen kann. Das Separationsmedium 6 kann transparent 
Oder nicht transparent seim beim Separationsmedium 6 handelt es sich beispielsweise urn 
Polyacrylamid, Agarose oder Hydroxylzellulose. 

Der mit 2.2 bezeichnete Radius des ersten Raumes 2 liegt bevorzugt in einem Bereich zwi- 
schen 2 und 15 cm, wahrend die Langenerstreckung des ersten Raumes 2 in Richtung der 
z-Achse 15 im Bereich zwischen 2cm und 30 cm liegen kann. 

Im Trennaufbau 1 gemafl der Darstellung in Figur 1 ist oberhalb der oberen Stirnseite der 
vom ersten Raum 2 mit seiner Raumbegrenzung 2.1 gebildeten Zylinderanordnung 10 eine 
Probenplatte 7 angeordnet, mit welcher eine Vielzahl von Einzelproben 29 aufgebbar ist. 
Die Auftragung der Einzelproben 29 erfolgt im wesentlichen zweidimensional, d.h. die 
Positionen der Einzelproben 29 auf der Probenplatte 7 konnen im wesentlichen durch zwei 
(kartesische) Koordinaten, z.B. in Richtung der x-Achse 16 bzw. der y-Achse 17, angege- 
ben werden. Der Abstand der in der Probenplatte 7 aufgenommenen Einzelproben 29 zu 
den ihnen benachbarten Einzelproben liegt im Bereich von wenigen Millimetern, vorzugs- 
weise unterhalb von 5 mm. Die in Richtung der z-Achse 15 verlaufende axiale Erstreckung 
7.1 der Probenplatte 7 ist gering gegeniiber der Langserstreckung des ersten Raumes 2, d.h. 
des Analyseraumes. Die radiale Erstreckung 9 der Probenplatte 7, d.h. ihre Erstreckung 
senkrecht zur z-Achse 15, entspricht bevorzugt dem Durchmesser 2.2 des ersten Raumes 2. 
Unter EinfluB einer physikalischen oder chemischen GroBe wandern die Einzelproben in 
Richtung der Probenmigrationsrichtung 14, die im wesentlichen parallel zur z-Achse 15 
(Hochachse) des Trennaufbaus 1 verlauft, durch das im ersten Raum 2 aufgenommene 
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Separationsmedium 6. Die Migration der Einzelproben 29 durch das Separationsmedium 6 
laJk sich z.B, iiber elektrische Krafte, Graviationskrafte, tiber Diffusion, Druck- oder Kon- 
zentrationsgradienten, iiber Osmose oder Zentrifugalkrafte herbeifuhren 

Der Trennaufbau 1 ist so gestaltet, dafi die oben genannten physikalischen oder chemi- 
schen GroBen einzeln oder in Kombination appliziert werden konnen. 

Zvir (elektropboretischen) Separation der Einzelproben 29 mittels elektrischer Krafte kon- 
nen beispielsweise den Stirnseiten des als Analysehohlraum dienenden ersten Raumes 2 
ein erstes Elektrodenelement 4 sowie ein zweites Elektrodenelement 5 zugeordnet sein, 
welche bevorzugt plattenformig ausgebildet sind (vgl. Figur 2). 

Figur 2 zeigt schematisch den Aufbau einer zwischen zwei Elektrodenelementen 4,5 ange- 
ordneten Separationsapparatur 1 mit zwei konzentrisch zueinander aufgenommenen Rau- 
men zur Aumahme eines Separationsmediums 6 und einer Isolation 13, sowie einem Re- 
servoir zur Aufhahme eines Puffermediums 31. Das Reservoir kann, z.B. wie in Figur 2 
schematisch wiedergegeben ist, durch einen konzentrisch aufgenommenen, weiteren Raum 
12 gebildet werden. 

Die beiden konzentrisch zueinander aufgenommenen Raume 2 bzw. 3 sowie das Reservoir 
bilden eine Zylinderanordming 10, die an den Stirnseiten durch die vorzugsweise platten- 
formig konfigurierten Elektrodenelemente 4 bzw. 5 begrenzt wird. Die Elektrodenelemente 
4 bzw. 5 iiberdecken die Stirnseiten des als Analysehohlraum dienenden ersten Raumes 2, 
und gegebenenfalls auch die Stirnseiten des zweiten Raumes 3. 

Die Elektrodenelemente 4 bzw. 5 umfassen jeweils elektrisch leitende Verbindungen. Die 
elektrisch leitenden Verbindungen k6nnen beispielsweise ein Geflecht enthalten, welches 
auf denjenigen Seiten der Elektrodenelemente 4 bzw. 5 aufgenommen ist, die dem ersten 
Raum 2, d.h. dem das Separationsmedium 6 enthaltenden Raum, zugewandt sind. Das Ge- 
flecht kann bevorzugt aus einem korrosionsbestandigen, elektrisch leitendem Material, wie 
z.B. Platin, gefertigt werden. 

Bei Anlegen einer elektrischen Spannung an die Elektrodenelemente 4 bzw. 5 wandern die 
Einzelproben 29 in Probenmigrationsrichtung 14 vom Elektrodenelement 4 in Richtung auf 
das Elektrodenelement 5 durch das Separationsmedium 6, wobei sie entsprechend ihrer 
elektrophoretischen Mobihtat aufgetrennt werden. 
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Der den ersten Raum 2 umschlieBende, konzentrisch zu diesem angeordnete zweite Raum 
3 kann rings urn die Raumbegrenzung 2.1 des ersten Raumes eine Isolation 13 aufhehmen, 
welche den radialen Warmeaustausch senkrecht zur z-Achse 15 unterbindet. Dadurcb stellt 
sich in diesem das Separationsmedium 6 enthaltenden Raum 2 ein von einer radialen 
5 (r-)Koordinate unabhangiger Temperaturverlauf mit einem Gradienten ausschlieBlich in 
Richtung der z-Achse 15 und einem nur unwesentlichen Temperaturabfall in radialer 
Richtung ein (vgl. Figur 7). In Folge dessen dissipiert die bei der Elektrophorese erzeugte 
Joule'sche Warme gemaB des in Figur 2 schematisch wiedergegebenen Trennaufbaus 1 
ausschlieBlich iiber die Stirnseiten des ersten Raumes 2. Unter der idealisierenden Annah- 
10 me eines ausschlieBlich durch Warmeleitung stattfindenden Warmetransports sowie einer 
homogenen elektrischen Leitfahigkeit des Separanonsmediums 6 stellt sich in diesem ein 
ausschlieBlich von der z-Koordinate abhangiger Temperaturverlauf ein, der der nachfol- 
gend wiedergegebenen quadratischen Beziehung folgt: 



T (z) = T max - az 2 




Die Maximaltemperatur T max , Bezugszeichen 61, wird im allgemeinen in einer zentralen 
20 Ebene 67 in der Mitte der Zylinderanordnung 10, das ist die bei der Koordinate z = 0 lie- 
gende, durch die x-Achse 16 und die y-Achse 17 aufgespannte Flache, voriiegen. Der Urn- 
stand, dafi im erflndungsgemaB vorgeschlagenen Trennaufbau 1 kein Temperaturgradient 
in radialer (r-)Richtung auftritt, ist die Voraussetzung dafur, daB sich in radialer Richtung, 
bezogen auf die Hochachse (z-Achse 15) des ersten Raumes 2, eine isotrope Viskositat des 
25 Separanonsmediums 6, sowie eine gleichmaBige Ionenmobilitat einstellt. Dadurch verlau- 




fen die Migrationsbahnen, entlang denen die Einzelproben 29 in Probenmigrationsrichtung 
14 das Separationsmedium 6 durchwandern, im wesentlichen parallel zur z-Achse 15 ohne 



radiale Abweichungen. 

30 Der zweite Raum 3 kann daruber hinaus mit einem Reservoir in Verbindung stehen, wel- 
ches diesen als weiteren Raum 12 in konzentrischer Anordnung umgeben kann. Zwischen 
dem Reservoir 12 und dem zweiten Raum 3 kann iiber eine geeignete Verbindung ein 
Austausch des Puffermediums 31 erfolgen, der die Einstellung bzw. Aufrechterhaltung der 
elektrischen, physikaHschen und chemischen Eigenschaften des im zweiten Raum 3 ent- 

35 haltenen Puffermediums 3 1 unterstUtzt. AuBerdem kann das Puffermedium 3 1 bei der Ein- 
stellung bzw. Aufrechterhaltung der physikalischen, chemischen und elektrischen Eigen- 
schaften im ersten Raum 2 enthaltenen Separationsmediums 6 unterstiitzend wirken. 
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Vorzugsweise kann das (im allgemeinen als fltissige Losung vorliegende) Puffermedium 
31 zur Abfuhr der im Zuge des elektrophoretischen Separationsvorganges freiwerdenden 
Joule 'schen Warme mittels einer im oder am Reservoir vorgesehenen Thermostatisiervor- 
richtung dienen. 

Der Austausch des Puffermediums 31 zwischen dem zweiten Raum 3 und dem Reservoir 
kann durch eine Umwalzeinrichtung, z.B. eine Pumpe, unterstiitzt werden. 

Figur 3 zeigt in schematischer Wiedergabe eine Separationsapparatur 1 mit zugeordneter 
(Omme-)Detektionseinrichtung 45 mit beweglichem MeBkopf 46 mit im wesentlichen par- 
allel zur z-Achse 15 verlaufender optischer Achse 43 und punktkonfokaler Anordnung von 
Beleuchtungs- und Detektionsvorrichtung. 

Bei der in Figur 3 schematisch dargestellten Detektionseinrichtung 45 handelt es sich urn 
eine punktkonfokale Detektionseinrichtung, die die von einem im Detektionsbereich 8 ge- 
legenen Fokuspunkt 22 ausgehende, stirnseitig aus der Zylinderanordnung 10 austretende 
Strahlung detektiert. Zur Abtastung der gesamten Flache des Detektionsbereiches 8 des 
ersten Raumes 2 kann die Detektionseinriclitung 45 in Richtung der x-Achse 16 sowie in 
Richtung der y- Achse 17 verschiebbar sein. 

Die dem MeBkopf 46 zugeordnete Beleuchtungsvorrichtung umfafit eine vorzugsweise 
monochromatische, koharente StrahlungsqueUe 26, z.B. einen Laser, sowie eine Optik zu 
dessen Einkoppelung in den MeBkopf 46. Der Verlauf der von der- StrahlungsqueUe 26 
ausgehenden Strahlung wird in Figur 3 durch den Bluminations-Strahlengang 20 angedeu- 
tet. Der hier beispielhaft dargestellte Laserstrahl 52 kann z.B. durch eine Linse 27 aufgefa- 
chert werden und trifft dann auf einen dichroitischen Strahlteiler 54, der ihn in Richtung 
einer Optik 18 umlenkt. Die Optik 18 ist so gestaltet, daB sie die IUuminations-Strahlung 

20 mit hoher Numerischer Apertur auf dem in dem Detektionsbereich 8 gelegenen Fokus- 
punkt 22 bundelt und gleichzeitig einen maximalen Anteil der von den im Fokuspunkt 22 
befindlichen Probenfraktionen ausgehenden Strahlung erfafit und auf den Detektor 44 bun- 
delt. Durch den im Strahlengang 19 eingefiigten dichroitischen Strahlteiler 54 wird die von 
den im Fokuspunkt 22 befindlichen Probenfraktionen ausgehende Strahlung weUenlangen- 
abhangig von der muminations-Strahlung 20 getrennt und dem Detektions-Strahlengang 

21 folgend dem Detektor 44 zugefuhrt. Der Detektor 44 produziert ein der aufgenomme- 
nen Strahlung entsprechendes, i.a. elektrisches Signal, welches an eine Datenaufnahmeein- 
heit 30 ubertragen werden kann. 
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Mittels der Detektionseinrichtung 45 konnen z.B. optische Eigenschaften, vorzugsweise 
die Fluoreszenz-Intensitat oder -Wellenlange oder das Absorptions- oder Transmissions- 
vermogen der Einzelproben 29 ermittelt werden. Die in der Probenplatte 7 enthaltenen 
Einzelproben 29 konnen zur Unterstutzung der Detektion mit Markierungsstoffen, z.B. mit 
fluoreszenten Farbstoffen, versehen werden. 

Der Vorteil der in Figur 3 schematisch wiedergegebenen Detektionseinrichtung 45 in 
punktkonfokaler Anordnung ist in ihrem hohen raumlichen Auflosungsvermogen, insbe- 
sondere in ihrem Auflosungsvermogen in Richtung der x-Achse 16 und der y-Achse 17, zu 
sehen. Ein Nachteil der punktkonfokalen Anordnung ist, daB jeweils nur von einem Fokus- 
punkt 22 ausgehende Strahlung zum Detektor 44 gelangt, so daB zur Abtastung (Scannen) 
der gesamten Detektionsebene 8 die Detektionseinrichtung 45 in Richtung zweier Koordi- 
naten, z.B. in Richtung der x-Achse 16 sowie in Richtung der y-Achse 17, verschoben 
werden muB. 

In der Detektionseinrichtung 45 konnen mehrere, im wesentlichen gleichartige konfokale 
Meflkopfe 46 zu einem Mehrfach-MeBkopf zusammengefasst werden. Dadurch kann von 
mehreren in der Detektionsebene 8 liegenden Fokuspunkten 22 ausgehende Strahlung 
gleichzeitig aufgenommen werden. Dies verringert die Weglange, urn die die Detektions- 
einrichtung 45 verschoben werden muB, damit sie beim Abtastvorgang (Scannen) die ge- 
samte Detektionsebene 8 erfassen kann. 

Im Falle der Auflrennung der Einzelproben 29 durch elektrische Krafte (elektrophoretische 
Separationsapparatur, vgl. Figur 2) kann der MeBkopf 46 bzw. der Mehrfach-MeBkopf der 
Detektionseinrichtung 45 in eines der beiden Elektrodenelemente 4 bzw. 5 integriert sein. 
In diesem Fall wird das Elektrodenelement 4,5 vom MeBkopf 46 bei seiner Abtastbewe- 
gung mitgeftihrt. Dadurch ergibt sich, uber lange Zeiten gemittelt, innerhalb des Separati- 
onsmediums 6 ein homogenes elektrisches Feld, welches nicht vom MeBkopf 46 verzerrt 
wird. Dies ist imter anderem Voraussetzung fiir eine Migration der Einzelproben 29 ent- 
lang der Probenmigrationsrichtung 14 im wesentlichen parallel zur z-Achse 15. 

Figur 4 zeigt in schematischer Wiedergabe einer Separationsapparatur mit zugeordneter, 
oben Uegender (Online-)Detektionseinrichtung 45 mit einem MeBkopf 46 mit orthogonal 
zylindrisch konfokaler Anordnung von Beleuchtungs- und Detektionsvorrichtung. 

Im Gegensatz zu der in Figur 3 wiedergegebenen Anordnung mit unten liegender Detekti- 
onseinrichtung 45 ist die dem in Figur 4 wiedergegebenen Trennaufbau 1 zugeordnete 
Detektionseinrichtung 45 oberhalb der Zylinderanordnung 10 vorgesehen. Die Proben- 
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platte 7 ist am entgegengesetzten stirnseitigen Ende der Zylinderanordnung 10 vorgesehen; 
von der Probenplatte 7 ausgehend, wandern die Einzelproben 29 in Probenmigrationsrich- 
tung 14 durch das Separationsmedium 6. Der Vorteil der in Figur 4 wiedergegebenen An- 
ordnung eines Trennaufbaus 1 mit oben liegender Detektionseinrichtung 45 ist darin zu 
erblicken, daB die bei. seiner Verwendung zur elektrophoretischen Trennung am oberen 
Elektrodenelement 4 (vgl. Figur 2) entstehenden Gasblasen, die ansonsten die Detektion 
beeintrachtigen k6nnen, sich nicht zwischen dem Detektionsbereich 8 und der Detektions- 
einrichtung 45 ansammeln, sondem seitlich aufsteigen kdnnen. 

Bei der in Figur 4 schematisch dargestellten Detektionseinrichtung 45 handelt es sich um 
eine zylindrisch konfokale Anordnung, die die von einer im Detektionsbereich 8 gelegenen 
Fokuslinie 22 ausgehende, stirnseitig aus der Zylinderanordnung 10 austretende Strahlung 
detektiert. Zur Abtastung der gesamten Flache des Detektionsbereiches 8 des ersten Rau- 
mes 2 muB die Detektionseinrichtung 45 in Richtung von nur einer Koordinate, im Beispiel 
von Figur 4 entlang der Verschiebungsrichtung 42 parallel zur x-Achse 16, verschiebbar 
sein. 

Die dem MeBkopf 46 zugeordnete Beleuchtungsvorrichtung umfaBt eine vorzugsweise 
monochromatische, koharente Strahlungsquelle 26, die z.B. als lineare Anordnung (Array) 

20 von Laserdioden ausgefuhrt sein kann, sowie eine geeignete Optik 1 8 zur Fokussierung der 
Strahlung auf die Fokuslinie 22. Die Optik 18 enthalt eine Anordnung von Zylinderlinsen, 
Mikrolinsen, oder Gradienten-Index-Linsen oder eine Kombination obiger Elemente und 
ist so gestaltet, daB sie die von der Strahlungsquelle 26 ausgehende Illuminations- 
Strahlung mit hoher Numerischer Apertur auf die in der Detektionsebene 8 gelegene Fo- 

25 kuslinie 22 biindelt. 





Der Verlauf der von der Strahlungsquelle 26 ausgehenden Strahlung wird in Figur 4 durch 
den muminations-Strahlengang 20 angedeutet. Die optische Achse des Hluminations- 
Strahlenganges 20 und des Detektions-Strahlenganges 21 Uegen schrag, vorzugsweise 
30 rechtwinklig (orthogonal), zueinander und kreuzen sich auf der Fokuslinie 22 im Detekti- 
onsbereich 8. Alternativ zu einer einzelnen Beleuchtungsvorrichtung, wie sie in Figur 4 
schematisch dargestellt ist, kSnnen der Detektionseinrichtung 45 auch zwei oder mehr Be- 
leuchtungsvorrichtungen zugeordnet sein. Die optischen Achsen der Illuminations- 
Strahlengange 20 aller vorgesehenen Beleuchtungsvorrichtungen und der Detektions- 
35 Strahlengang 21 schneiden sich in der Fokuslinie 22. 

Durch eine geeignete Optik, im Beispiel der Figur 4 ein Gradienten-Index-Linsenfeld 50, 
wird die von den in der Fokuslinie 22 befindlichen Probenfraktionen ausgehende Strahlung 
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auf ein Detektorfeld 56 gebiindelt. Die Eigenschaften der Optik sind so gewahlt, daB die 
Abbildung der in der Fokuslinie 22 befindlichen Probenfraktionen auf das Detektorfeld 56 
mit hoher Numeriscber Apertur und hoher raumlicher Trennscharfe erfolgt. Im Detektions- 
Strahlengang 21 konnen, z.B. zur ErhGhung der spektralen Trennscharfe bei wellenlangen- 
abhangiger Detektion, zusatzlich optische Absorptions- oder Interferenzfilter vorgesehen 
sein. Als Detektorfeld 56 ist eine zeilenformige Anordnung von Einzeldetektoren, z.B. 
Photodioden, vorgesehen. Das Detektorfeld 56 erzeugt ein der eintreffenden Strahlung 
entsprechendes, im allgemeinen elektrisches Signal, welches einer Datenaumahmeeinheit 
30 zugefiihrt werden kann. 

Der Vorteil der in Figur 4 schematisch wiedergegebenen Detektionseinrichtung 45 in or- 
thogonal zylindrisch konfokaler Ausfuhrung ist in ihrem hohen raumlichen AuflSsungs- 
vermSgen, insbesondere in ihrem AufiosungsvermSgen (Tiefenscharfe) in Richtung der z- 
Achse 15, zu sehen. Ein weiterer Vorteil der zylindrisch konfokalen Anordnung ist, daB 
jeweils von einer Fokuslinie 22 ausgehende Strahlung zum Detektorfeld 56 gelangt, so daB 
zur Abtastung (Scannen) des gesamten Detekdonsbereiches 8 die Detektionseinrichtung 45 
in Richtung von nur einer Koordinate, im Beispiel von Figur 4 in Richtung der x-Achse 16, 
verschoben werden muB. Die Verschie"bungsrichtung 42 der Detektionseinrichtung 45 
liegt, wie in Figur 4 angedeutet, vorzugsweise rechtwinklig zur Fokuslinie 22. 

In der Detektionseinrichtung 45 kSnnen auch mehrere, im wesentlichen gleichartige zylin- 
drisch konfokale MeBkOpfe 46 zu einem Mehrfach-MeBkopf zusammengefasst werden. 
Dadurch kann von mehreren im Detektionsbereich 8 liegenden Fokuslinien 22 ausgehende 
Strahlung gleichzeitig aufgenommen werden. Dies verringert die Weglange, um die die 
Detektionseinrichtung 45 verschoben werden muB, damit sie beim Abtastvorgang (Scan- 
nen) den gesamten Detektionsbereich 8 erfassen kann. 

Im Falle der Auftrennung der Einzelproben 29 durch elektrische Krafte (elektrophoretische 
Separationsapparatur, vgl. Figur 2) kann analog zum punktkonfokalen MeBkopf (vgl. Figur 
3) auch der zylindrisch konfokale MeBkopf bzw. der Mehrfach-MeBkopf der Detektions- 
einrichtung 45 in eines der beiden Elektrodenelemente 4 bzw. 5 integriert sein. In diesem 
Fall wird das Elektrodenelement 4,5 vom MeBkopf 46 bei seiner. Abtastbewegung mitge- 
fuhrt. Dadurch ergibt sich, uber lange Zeiten gemittelt, innerhalb des Separationsmediums 
6 ein homogenes elektrisches Feld, welches nicht vom MeBkopf 46 beeintrachtigt wird. 
Dies ist unter anderem Voraussetzung fur eine Migration der Einzelproben 29 entlang der 
PTobemmgrationsrichtung 14 im wesentlichen parallel zur z-Achse 15. 
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Figur 5 zeigt die schematische Wiedergabe einer Separationsapparatur 1 mit einer seitlich 
angeordneten Beleuchtungseinrichtung und einem stationaren Detektor zur zweidimensio- 
nalen Budaumahme, dessen optische Achse 43 im wesentlichen parallel zur Hochachse (z- 
Achse 15) der Zylinderanordnung 10 orientiert ist. 

Seitlich zur Zylinderanordnung 10, d.h. in im wesentlichen radialer (r-)Richtung zu deren 
Hochachse (z-Achse 15), kann eine Beleuchtungseinrichtung angeordnet sein. Von einer 
dieser Beleuchtungseinrichtung zugeordneten Strahlungsquelle 26 ausgehende Strahlung 
fallt auf eine die Strahlung auffachernde Vorrichtung, z.B. eine Linse 27, wird durch eine 
Linse 28 kollimiert und durchtritt die Zylinderanordnung 10 im wesentlichen senkrecht zur 
z-Achse 15. Durch den in Richtung der y-Achse 17 aufgefacherten Strahl wird ein Detekti- 
onsbereich 8 ausgeleuchtet, der im Beispiel der Figur 5 innerhalb des Separationsmediums 
6 nahe seiner stirnseitigen, der Probenplatte 7 abgewandten Grenzflache Uegt. Alternativ 
zu einem durch die Linsen 27,28 gebildeten zylindrischen optischen System kann der im 
Beispiel der Figur 5 zur ftlumination dienende Laserstrahl 52 auch mittels galvanometri- 
scher Umlenkeinrichtungen oder rotierender Polygonspiegel aufgefachert werden. 

Um die im allgemeinen auftretende optische Beugung der muminations-Strahlung beim 
Durchgang durch das Separationsmedium 6 zu unterdriicken, kann im Falle der Auftren- 
nung mittels elektrischer Krafte (elektrophoretische Separationsapparatur, vgl. Figur 2) das 
im zweiten Raum 3 aufgenommene Puffermedium 31 in seinen chemischen Eigenschaften, 
z.B. der Konzentration von in ihm gelosten Stoffen, den Eigenschaften des im ersten Raum 
2 aufgenommenen Separationsmediums 6 vorteilhafterweise angeghchen werden. 

Auf einer Stimseite der Zylinderanordnung 10, vorzugsweise der der Probenplatte 7 abge- 
wandten Stirnseite, kann eine Detektionseinrichtung 45 aufgenommen werden. Die opti- 
sche Achse 43 der Detektionseinrichtung 45 Uegt im wesentlichen parallel zur Hochachse 
(z-Achse 15) der Zylinderanordnung 10. In dieser Anordnung nimmt die Detektionsein- 
richtung 45 stirnseitig aus dem ersten Raum 2, d.h. dem Analysenraum austretende Strah- 
lung auf. 

Wie der schematischen Darstellung des Trennaufbaus 1 gemaB Figur 5 daruber hinaus ent- 
nehmbar ist, kann an einer Stirnseite der Zylinderanordnung 10 eine Optik 18 angeordnet 
sein. Die Abbildungseigenschaften der Optik 18 sind so gewahlt, dafi eine zweidimensio- 
nale Abbildung der innerhalb des Detektionsbereicb.es 8 liegenden Bildebene 24 auf die in 
der Bildaufiiabmeeinheit 23 liegende Abbildungsebene 25 mit hoher raumlicher Auflosung 
und hoher Numerischer Apertur erfolgt. GemaB des in Figur 5 eingezeichneten Detektions- 
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Strahlenganges 21 wird ein in der Bildebene 24 liegender Punkt durch die Optik 18 in die 
Abbildungsebene 25 an der Vorderseite der Bildaufiiahmeeinheit 23 scharf abbildet. 

Wenn die Bildebene 24 nur einen Teilbereich des Detektionsbereiches 8 abdeckt, so kann 
5 die Detektionseinrichtung 45 relativ zur Zylinderanordnung 10 in ein oder zwei Koordina- 
tenrichtungen, z.B. in Richtung der x-Achse 16 und in Richtung der y-Achse 17 verscho- 
ben werden, urn den gesamten Detektionsbereich 8 abzutasten (scannen). 

Die Bildaufiiahmeeinheit 23, z.B. eine hochauflosende CCD-Kamera, erzeugt ein der auf- 
10 treftenden Stxahlung entsprechendes, im allgemeinen elektrisches Signal, welches an eine 
Datenaufhahmeeinheit 30 tibertragen werden kann. 



Figur 6 zeigt die schematische Wiedergabe einer Separationsapparatur 1 mit seitlich ange- 

• ordneter Beleuchtungseinrichtung und einer stationaren Detektionseinrichtung 45 mit im 
wesentlichen schrag zur Hochachse (z-Achse 15) verlaufender optischer Achse 43. 

Im Gegensatz zu der DarsteUung in Figur 5 ist bei der in Figur 6 schematisch wiedergege- 
benen Separationsapparatur 1 die Detektionseinrichtung 45 mit zugeordneter Bildaumah- 
meeinheit 23 und Optik 18 seitlich zur Zylinderanordnung 10 angeordnet, so dafl ihre opti- 
20 sche Achse 43 zur z-Achse 1 5 der Zylinderanordnung 1 0 um den SchragsteUungswinkel 41 
geneigt ist. Die Detektionseinrichtung 45 nimmt bei dieser Anordnung Strahlung auf, wel- 
che aus der Zylinderanordnung 10 in wesentlichen seitlich durch ein geeignetes Fenster 40 
austritt. 



25 Analog zur DarsteUung der Separationsapparatur in Figur 5 ist die Strahlungsquelle 26 mit 
dieser nachgeschalteten auffachernden Linse 27 und einer Sammellinse 28 nach wie vor im 
B wesentiichen seitlich der Zylinderanordnung 10 vorgesehen. Die von der Beleuchtungsein- 
richtung durch im wesentiichen seitlich in die Zylinderanordnung 10 einfallende Strahlung 
muminierte, ebene Detektionsbereich 8 liegt analog zur DarsteUung gemafi Figur 5 im we- 

30 sentiichen senkrecht zur z-Achse 1 5 orientiert. 

Seitlich auBerhalb der Raumbegrenzung 2.1 des ersten Raumes 2 ist eine Bildaufiiahme- 
einheit 23 mit einer ihr zugeordneten Optik 18 vorgesehen. Die Abbildungseigenschaften 
der Optik 18 sind so gewahlt, daB eine zweidimensionale AbbUdung der innerhalb des 
35 Detektionsbereiches 8 Uegenden BUdebene 24 auf die in der BUdaufnahmeeinheit 23 lie- 
gende Abbildungsebene 25 mit hoher raumUcher AuflSsung und hoher Numerischer 
Apertur erfolgt. Gemafi des in Figur 6 eingezeichneten Detektions-Strahlenganges 21 bU- 
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det die Optik 18 einen in der Bildebene 24 liegenden Punkt durch das Fenster 40 in die 
Abbildungsebene 25 an der Vorderseite der BUdaumahmeeinheit 23 scharf ab. 

Wenn die Bildebene 24 nur einen Teilbereich des Detektionsbereiches 8 abdeckt, so kann 
die Detektionseinrichtung 45 relativ zur Zylinderanordnung 10 verschoben werden, um die 
gesamte Detektionsebene 8 abzutasten (scannen). 

Die Bildaumahmeeinheit 23, z.B. eine hochauflosende CCD-Kamera, erzeugt ein der auf- 
treffenden Strahlung entsprechendes, im allgemeinen elektrisches Signal, welches an eine 
Datenaufiiahmeeinheit 30 ubertragen werden kann. 

Die in Figur 6 schematisch dargestellte Anordnung der Detektionseinrichtung 45 seitlich 
der Zylinderanordnung 10 kann vorzugsweise zur Detektion von Proben nach AbschluB 
des Separationsvorganges eingesetzt werden. Dazu wird der erste Raum 2, das Separati- 
onsmedium 6 und die aufgetrennten Probenfraktionen enthaltend, nach AbschluB des Sepa- 
rationsvorganges relativ zum Detektionsbereich 8, vorzugsweise in Probenmigrationsrich- 
tung 14, verschoben. Synchron dazu kann die Detektionseinrichtung 45 eine Serie von 
zweidimensionalen Einzelbildern aufhehmen, die durch die Datenaufzeichnungseinheit 30 
aufgezeichnet werden. 

Figur 7 zeigt die sich einstellenden Warmetransporirichtungen 62 an einer schematisch 
wiedergegebenen, zwei konzentrische Raume umfassenden elektrophoretischen Separati- 
onsapparatur (vgl. Figur 2) und das sich daraus ergebende, entlang der z-Achse 15 der An- 
ordnung vorherrschende Temperaturprofil 60. 

Der erste Raum 2 ist von einem weiteren, konzentrisch zu diesem angeordneten zweiten 
Raum 3 umschlossen und bildet mit diesem eine Zylinderanordnung 10. Die Begrenzung 
2.1 des ersten Raums 2 ist durch die parallel zur z-Achse 15 verlaufende Linie angedeutet. 
Der zweite Raum 3 kann eine Isolation 13 aumehmen, so daB kein Warmeaustausch in 
radialer Richtung zwischeh dem das Separationsmedium 6 aufhehmenden ersten Raum 2 
und der Umgebung moglich ist. Die Raume 2 bzw. 3 werden von plattenfdrmig konfigu- 
rierten Elektrodenelementen 4 bzw. 5 an ihren jeweiligen Stimseiten begrenzt. An den 
plattenfonnig konfigurierten Elektrodenelementen 4 bzw. 5 sind elektrisch leitende Ver- 
bindungen enthalten, um eine Spannung zwischen den Elektrodenelementen 4 bzw. 5 an- 
zulegen, welche eine Wanderung der Einzelproben 29 aus der Probenplatte 7 in Probemni- 
grationsrichtung 14 im wesentiichen parallel zur z-Achse 15 hervorruft. Die im Zuge des 
elektrophoretischen Separationsvorganges entstehende Joule 'sche Warme dissipiert idea- 
lerweise ausschlieMch uber die stirnseitigen Flachen des ersten Raumes 2 in die Umge- 
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bung, so daB sich aufgrund des fehlenden Temperaturgradienten in radialer Richtung eine 
durch die in Figur 7 eingezeichneten Doppelpfeile dargestellte Warmetransportrichtung 62 
von der zentralen Ebene 67 ausgehend auf die Elektrodenelemente 4 bzw. 5 zu einstellt. Im 
Inneren des ersten Raumes 2 bildet sich dadurch ein in Figur 7 wiedergegebenes Tempe- 
raturprofil 60 aus, welches durch einen ledighch in Richtung der z-Achse 15 vorherrschen- 
den Temperaturgradienten charakterisiert ist. Der Verlauf dieses fur die erfindungsgemafi 
vorgeschlagene elektrophoretische Separationsapparatur charakteristischen Temperaturpro- 
fils soli im folgenden kurz hergeleitet werden: 

Die elektrische Leistungsdichte p innerhalb des elektrophoretischen Trennaufbaus 1 (Sepa- 
rationsapparatur) ist durch das Skalarprodukt des elektrischen Feldvektors E und des 
Stromdichtevektors j gegeben: 



Ln Falle einer idealen thennischen Isolierung in radialer Richtung und einer homogenen 
elektrischen Leitfahigkeit des Separationsmediums 6, stellt sich ein Warmetransport nur in 
Richtung der Warmetransportrichtung 62 im wesentlichen parallel zur z-Achse 15 des 
Trennaufbaus 1 ein. In diesem Falle hangt der WarmefluBdichte q lediglich von der z- 
Koordinate und der elektrischen Leistungsdichte p (betrachtet im stationaren Zustand) ab 
und wird durch das nachfolgend wiedergegebene Integral liber die z-Achse 15 beschrieben: 



p = E • j. = [W/m 3 ]. 




o 



q(z) = [W/m 2 ] WarmefluBdichte- Vektor an der Position z 
e z = Einheitsvektor in z-Richtung 
£(z')= [V/m] elektrischer Feldvektor an der Position z' 
](z') = [A/m 2 ] Stromdichte- Vektor an der Position z' 
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Daraus lasst sich die idealerweise ausschlieBlich von der z-Koordinate abhangige Tempe- 
ratur T(z) mittels des nachfolgend wiedergegebenen Integrals bestimmen: 



Das parallel zur z-Achse 15 vorherrschende Temperaturprofil 60 ist durch eine Maximal- 
temperatur 61 in der zentralen Ebene 67 mit der Koordinate z = 0 gekennzeichnet. 
Von der Maximaltemperatur T msx 61 ausgehend, steUt sich eine Temperaturabnahme zu 
den beiden stirnseitigen Enden der Zylinderanordnung 10 ein, d.h. in Richtung zu- bzw. 
abnebmender z-Koordinate auf das erste Raumende 64 an der Position +z/2 bzw. das 
zweite Raumende 65 an der Position -z/2 zu. Wird die elektrische Leistungsdichte p(z) 
tiber das gesamte Separationsmedium 6 als homogen angenommen, nhnmt das Tempera- 
turprofil 60 den in Figur 7 wiedergegebenen, quadratisch von der z-Koordinate abhangigen 
Verlauf an. Bei praktischen Anwendungen konnen jedoch aufgrund von sich einstellenden 
Ungenauigkeiten, Temperaturschwankungen oder Chargenverteilungsschwankungen In- 
homogenitaten aufitreten und zu einer nicht-quadratischen Temperaturverteilung fuhren. 



Ein Trennaufbau 1 wurde unter verschiedenen Versuchsbedingungen zur Trennung von 
Proben mittels Elektrohorese getestet. Als Online-Detektions- und Datenaumahmeeinheit 
diente der Prototyp eines ARAKIS-Sequenziergerates. Die Beleuchtung des Detektionsbe- 
reiches 8 erfolgte senkrecht zur Probenmigrationsrichtung 14) durch einen Helium-Neon- 
Laser der Wellenlange 594 nm (gelb) mit einer optischen Leistung von 3 W. Der Laser ist 
ebenfalls Bestandteil des ARAKIS-Sequenziergerates. 

Als Separationsmedium 6 wurde Polyacrylamid-Gel in verschiedenen Konzentrationen 
zwischen 10 und 20% eingesetzt. Die Separationsdistanz betrug 6 cm (z-Richtung) und der 
Durchmesser des das Separationsmedium 6 aumehmenden ersten Raumes 2 betrug eben- 
falls 6 cm. Bei der DNA-Sequenzierung werden unter diesen Bedingungen in einem stan- 
dardisierten zweidimensionalen Gel Sequenzen mit einer Lesbarkeit von bis zu 150 bp 
Lange (bp = Basenpaare) erhalten. 

Die elektrophoretische Leistung war auf 10 W begrenzt, wodurch sich eine Spannung von 
etwa 60 V zwischen den Elektroden 4, 5 einsteUte. Dies entspricht bei einer Separationsdi- 
stanz von 6 cm einer elektrische Feldstarke von etwa 10 V/cm. 




k = 



const. 



o 



Beispiel: 



TT 



43 



Die mit dem skizzierten Trennaufbau 1 unter oben angegebenen Bedingungen erhaltenen 
Resultate zeigten, daB DNA-Fragmente in einem Zeitraum von 4 bis 6 Stunden den Detek- 
tionsbereich erreichten, ohne dafi sich ein EinfluB thermischer Effekte wie zum Beispiel 
ungleichmaBige Banden-Migration („Snnling"-Effekt) bemerkbar machte. 

Unter den oben genannten Bedingungen lag die Auftrennung der Banden jedoch stets un- 
terhalb der Einzelbasen-AuflSsung, selbst bei einer Erhdhung der Gel-Konzentration auf 
bis zu 20%. Als begrenzende Faktoren fur die Trennleistung (Auflosung) wird die proviso- 
rische Art und Weise der Detektion, die starke Diffusion der Proben aufgrund ihrer langen 
Migrationszeit im schwachen elektrischen Feld und die nach langer Migrationszeit eintre- 
tende Erschopfung der Pufferkapazitat angesehen. 

Wurde die Separationsdistanz in einem modifizierten Trennaufbau 1 auf 10 cm ausge- 
dehnt, konnte dennoch Einzelbasen-Auflosung erzielt werden. DNA-Sequenzierungen, die 
unter diesen Bedingungen durchgefuhrt wurden, Ueferten lesbare DNA-Sequenzen von 
etwa 50 bp (Basenpaare) Lange, was fur Gen-Identifikation im Rahmen von Expressions- 
studien ("signature sequencing") als ausreichend angesehen wird. Das erfindungsgemaBe 
Verfahren eignet sich weiterhin fur Simultan-DNA- und Protein-Sequenzierungen einer 
komplexen Anzahl von Einzelproben 29 im Rahmen von "Shotgun"-Sequenzierungen, 
parallelen "signature"-Sequenzierungen und fur Sequenzierungen im Rahmen der Protein- 
und Expressionsanalyse. Die Dichte des im Trennaufbau 1 verwendeten Proben-Auftrages 
7 bei den durchgefuhrten Experimenten betrug 2 mm Abstand zwischen den Einzelproben 
29. Eine h6here Packungsdichte des Probenauftrages 7 bis auf Abstande unterhalb von 
1 mm ist mogUch. 
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Bezugszeichenliste 



I Trennaufbau (Separationsapparatur) 
5 2 erster Raum (hohl) 

2.1 Raumbegrenzung 

2.2 Durchmesser erster Raum 

3 zweiter Raum 
3.1 Raumbegrenzung 

10 3.2 Durchmesser zweiter Raum 

4 erstes Elektrodenelement 

5 zweites Elektrodenelement 

6 Separationsmedium 

7 Probenplatte 

7. 1 Axiale Erstreckung (der Probenplatte) 

8 Detektionsbereich 

9 Radialerstreckung (der Probenplatte) 

10 Zylinderanordnung 

I I Boden 

20 12 weiterer Raum (Reservoir) 

13 Isolation 

1 4 Probenmigrationsrichtung 

15 z-Achse 

16 x-Achse 
25 17 y-Achse 

18 Optik 

19 Strahlengang . 

20 IHuminations-Strahlengang 

21 Detektions-Strahlengang 
30 22 Fokuspunkt/Fokuslinie 

23 Bildaufiiahmeeinheit 

24 Bildebene 

25 Abbildungsebene 

26 Strahlungsquelle 

35 27 Linse (zur Strahl-Auffacherung) 

28 Sammellinse 

29 Einzelproben 

3 0 Datenaufh ahm eeinheit 
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31 Puffermedium 

40 Fenster 

41 Schragstellungswinkel a 

42 Verschiebungsrichtung 

43 Optische Achse 

44 Detektor 

45 Detektionseinrichtung 

46 (konfokaler) MeBkopf 

50 Gradienten-Index-Linsenfeld 

52 Laserstrahl 

54 dichroitischer Strahlteiler 

56 Detektorfeld 

60 Temperaturprofil 

6 1 Maximaltemperatur Tmax 

62 Waimetransportriclitung 

64 erstes Raumende (+ z/2) 

65 zweites Raumende (- z/2) 
67 zentrale Ebene 
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Patentanspruche 

Verfahren zum parallelen Auftrennen einer Vielzahl von Einzelproben (29) in ei- 
nem Separationsmeclium (6) mit nachfolgenden Verfahrensschritten: 

a) In einem ersten Raum (2), der sich wesentlich fiber alle drei Raumkoordinaten 
erstreckt, ist das Separationsmedivun (6) enthalten, 

b) Es wird eine Vielzahl von Einzelproben (29) nahe einer Grenzflache des ersten 
Raumes (2) angeordnet, 

c) Die Einzelproben (29) werden im wesentlichen derart angeordnet, daB sich ihre 
Schwerpunktpositionen durch zwei Koordinaten beschreiben lassen, 

d) Unter EinfluB einer oder mehrerer physikaUschen oder chemischer GroBen er- 
folgt das Wandern der Einzelproben (29) durch das Separationsmedium (6) und 

e) Es erfolgt eine Detektion der Probenfraktionen, und alternativ oder erganzend 
ein preparatives Aufsammeln der Probenfraktionen. 

Verfahren gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB wahrend der Migration 
eine Detektion der Einzelproben (29) in ausgewahlten Bereichen innerhalb des Se- 
parationsmediums (6) oder nahe einer Grenzflache des Separationsmediums (6) er- 
folgt. 

Verfahren gemaB der Anspriiche 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB nach Ab- 
schluB der Migration der Einzelproben (29) eine Detektion durch eine 3D- 
Datenaufhahme, vorzugsweise durch ein 3D-Bildaufhahmeverfahren, erfolgt. 

Verfahren gemaB einem oder mehrerer der Ansprttche 1 bis 3, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Probenfraktionen nach Durchlaufen des Separationsmediums (6) 
oder nach AbschluB der Separation, vorzugsweise von einer Fraktionssammelvor- 
richtung, aufgenommen werden. 

Verfahren gemaB einem oder mehrerer der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB das Separationsmedium (6) nach AbschluB der Separation in Schei- 
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ben zerlegt wird, die dann durch ein 2D-Detektionsverfahren ausgewertet werden 
kSnnen, und aus denen erganzend oder alternativ einzelne Probenfraktionen ge- 
sammelt werden kSnnen. 

Verfahren gemaB einem oder mehrerer der Anspriiche 1 bis 5, dadurch 
gekennzeichnet, daB Elektrodenelemente (4, 5) derart angeordnet werden, daB bei 
Anlegen einer elektrischen Spannung die Einzelproben (29) im wesentlichen senk- 
recht zur Ebene ihrer Auftragung durch das Separationsmedium (6) migrieren. 

Verfahren gemaB einem oder mehrerer der Anspriiche 1 bis 6, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB im ersten Raum (2) eine Temperaturverteilung erzeugt und aufrecht- 
erhalten wird, die im wesentlichen von einer senkrecht zur Probenmigrationsrich- 
tung (14) verlaufenden Koordinate unabhangig ist. 

Verfahren gemaB einem oder mehrerer der Anspriiche 6 bis 7, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB der erste Raum (2) senkrecht zur Probenmigrationsrichtung (14) 
thermisch isoliert ist. 

Verfahren gemaB einem oder mehrerer der Anspriiche 6 bis 8, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB im ersten Raum (2) und/oder im weiteren Raum (3) an der jeweiligen 
Oberflache mit dem Flachennormal senkrecht zur Probenmigrationsrichtung (14) 
mittels einer Temperiervorrichtung entlang der Probenmigrationsrichtung (14) ein 
Temperaturprofil (60) erzeugt und aufrechterhalten wird, welches im wesentlichen 
demjenigen Temperaturprofil entlang der Probenmigrationrichtung (14) im Zen- 
trum des ersten Raums (2) entspricht. 

Verfahren gemaB einem oder mehrerer der Anspriiche 6 bis 9, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB im ersten Raum (2) und/oder im weiteren Raum (3) an deren jeweili- 
gen Stimflachen mit dem Flachennormal in oder gegen die Probenmigrationsrich- 
tung (14) mittels einer Temperiervorrichtung die elektrisch umgesetzte Joule'sche 
Warme abgefuhrt wird. 

Verfahren gemaB einem oder mehrerer der Anspriiche 6 bis 10, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB der erste Raum (2) von einem weiteren Raum (3) umschlossen ist, in 
welchem ein L6sungsmittel, Elektrolyt oder Puffermedium (31) enthalten ist, wel- 
ches mit den Elektrodenelementen (4, 5) in Kontakt steht. 



5 13. 



10 14. 




30 18. 



35 19. 
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Verfahren gemaB einem oder mehrerer der Anspriiche 6 bis 1 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB zwischen den Elektrodenelementen (4, 5) durch Umwalzung ein 
Austausch der sie umgebenden Fliissigkeiten (31) erfolgt. 

Verfahren gemaB einem oder mehrerer der Anspriiche 6 bis 12, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB das Separationsmedium (6) im ersten Raum (2) derart dimensioniert 
ist, daB sich ein Verhaltnis seiner Radialerstreckung (9) zu seiner Langserstreckung 
(15) von > 0,5, vorzugsweise > 1 einstellt. 

Verfahren gemaB einem oder mehrerer der vorhergehenden Anspriiche, dadurch 
gekennzeichnet, daB als Separationsmedium (6) Polyacrylamid, Agarose, oder Hy- 
droxylzellulose im ersten Raum (2) enthalten ist. 



Verfahren gemaB einem oder mehrerer der vorhergehenden Anspriiche, dadurch 
gekennzeichnet, daB der Probenauftrag durch zweidimensionales Anordnen der 
Einzelproben (29) in oder auf einer im wesentlichen 2weidimensionalen Proben- 
platte erfolgt, die von auBen in die Trennvorrichtung (1) emgefuhrt werden kann, 
oder die Teil des Separationsmediums (6) ist. 

Verfahren gemaB Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, daB die Einzelproben (29) 
in oder auf der Probenplatte Srtlich fixiert sind, vorzugsweise durch eine por6se 
Tragerschicht, oder in bzw. auf im wesentlichen zweidimensional angeordneten 
punktfbrmigen Vertiefungen oder Erhebungen der Probenplatte. 

Verfahren gemaB Anspruch 15 oder 16, dadurch gekennzeichnet, daB die Einzel- 
proben (29) durch elektrische oder magnetische Krafte in oder auf der Probenplatte 
lokalisierbar sind. 

Verfahren gemaB einem oder mehrerer der Anspriiche 15 bis 17, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Einzelproben (29) zwischen verschiedenen Probenplatten, vor- 
zugsweise durch D'ruck, Diffusion, elektrische oder magnetische Krafte ttbertragen 
werden kSnnen. 

Verfahren gemaB einem oder mehrerer der Anspriiche 15 bis 18, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB in oder auf den Probenplatten chemische Reaktionen, physikalische 
Behandlungen, Messungen oder Separationen nach einem oder mehreren Parame- 
tern durchgefuhrt werden. 
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20. Verfahren gemaB einem oder mehrerer der Ansprflche 15 bis 19, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Einzelproben (29) an oder in Partikeln, vorzugsweise in Wirtsor- 
ganismen, z.B. Hefen, Bakterien oder sogenannten Kompetenten Zellen, vorliegen. 

5 

21. Verfahren zur Verteilung von Partikeln in oder auf einer Probenplatte, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass eine Vorrichtung oder Verfahren eingesetzt wird, bei dem die 
Partikel entsprechend gemessener physikalischer oder chemischer Eigenschaften 
verteilt werden. 

10 22. Verfahren gemaB Anspruch 21, dadurch gekennzeichnet, daB 2ur 2-dimensionalen 
Verteilung von Partikeln, vorzugsweise von Wirtsorganismen, z.B. Hefen, Bakteri- 
en oder sogenannten Kompetenten Zellen, eine Vorrichtung oder Verfahren einge- 
setzt wird, bei dem diese aufgrund gemessener Eigenschaften, vorzugsweise in oder 
auf einer Probenplatte, verteilt werden. 




23. Verfahren gemaB Anspruch 21 oder 22, dadurch gekennzeichnet, daB zur 
zweidimensionalen Verteilung der Partikel eine Vorrichtung oder Verfahren einge- 
setzt wird, bei dem die Partikel, beispielsweise durch einen Cell Sorter oder einen 
Fluoreszenz-Aktivierten Cell Sorter (FACS), vorzugsweise in oder auf einer Pro- 

20 benplatte, verteilt werden. 

24. Verfahren gemaB einem oder mehrerer der Ansprflche 21 bis 23, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB Wirtsorganismen, z.B. Hefen, Bakterien Kompetente Zellen, auf- 
grund in ihnen produzierter Farbstoffe (z.B. GFP = Grtin Fluoreszierende Proteine), 

25 vorzugsweise in oder auf einer Probenplatte verteilt werden. 

25. Verfahren gemaB einem oder mehrerer der Ansprflche 15 bis 24, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Einzelproben (29) aus einzelnen Molekfllen oder einer Vielzahl 
vorzugsweise gleichartiger Molekflle, vorzugsweise in oder auf einer Probenplatte 

30 vervielfacht werden. 

26. Verfahren gemaB Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet, daB die Einzelproben (29) 
durch Klonen und anschlieBende selektive Vermehrung vervielfacht werden, und 
zwar vorzugsweise in oder auf einer Probenplatte, in die Wirtsorganismen, wie z.B. 

35 Hefen, Bakterien oder sogenannte Kompetente Zellen, mittels der Verfahren ge- 

maB den Anspruchen 21-24 verteilt wurden. 
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27. Verfahren gemaB einem oder mehrerer der Anspruche 23 bis 26, dadurch. gekenn- 
zeichnet, daB die Einzelproben (29) durch PCR vervielfacht werden. 

28. Verfahren gemaB einem oder mehrerer der Anspruche 15 bis 27, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Einzelproben (29) als Fraktionen einer Vorseparation einer oder 
mehrerer Ursprungsprobe(n) in oder auf einer Probenplatte angeordnet werden. 

29. Verfahren gemaB Anspruch 28, dadurch gekennzeichnet, daB die Probenplatte aus 
einem Separationsmedium (6) besteht oder ein Separationsmedium (6) enthalt, und 
die Anordnung der Fraktionen durch Separation einer oder mehrerer Proben in der 
Probenplatte erfolgt. 

30. Verfahren gemaB Anspruch 29, dadurch gekennzeichnet, daB die Proben ihrerseits 
Fraktionen einer oder mehreren vorhergehenden Separation(en) mit vorzugsweise 
anderen Trenneigenschaften sind, die durch praparativen Ubertrag auf die Proben- 
platte transferiert wurden. 

31. Verfahren gemafi einem oder mehrerer der Anspruche 28 bis 30, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB das Verfahren zur Analyse von Proteingemischen oder zur Analyse 
metabolischer Produkte eingesetzt wird. 

32. Verfahren gemaB einem oder mehrerer der vorhergehenden Anspruche, dadurch 
gekennzeichnet, daB die Detektion der Probenfraktionen mittels einer konfokalen 
Detektionseinrichtung (45), wie einer punkt- oder zylindrisch- konfokalen Detekti- 
onseinrichtung, erfolgt. 

33. Verfahren gemaB Anspruch 32, dadurch gekennzeichnet, daB die Detektion mit 
einer einen konfokalen Mehrfach-Messkopf (46) enthaltenden konfokalen Detekti- 
onseinrichtung (45) erfolgt. 

34. Verfahren gemaB einem oder mehrerer der Anspruche 32 bis 33, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Detektion der Probenfraktionen mit einer Detektionseinrichtung 
(45) mit einem Mehrfach-Messkopf (46) erfolgt, dessen Optik ein Gradienten- 
Index-Linsen-Feld (50), ein Mikrolinsenfeld, ein Zylinderlinsensystem oder eine 
Kombination dieser Elemente umfaBt. 
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35. Verfahren gemaB einem oder mehrerer der Anspriiche 32 bis 34, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Detektionseinrichtung (45) in x, y; r, ©-Richtung in Bezug auf ei- 
nen Detektionsbereich (8) des ersten Raumes (2) verfahrbar ist. 

36. Verfahren gemaB einem oder mehrerer der Anspriiche 32 bis 35, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Elektrodenelemente (4, 5) in die Detektionseinrichtung (45) inte- 
griert sind und sich mit dieser bewegen. 

37. Verfahren gemaB einem oder mehrerer der Anspriiche 1 bis 31, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB zur Detektion der Probenfraktionen eine bildgebende Optik mit Bild- 
aufhahmeverfahren verwendet wird, deren optische Achse (43) im wesentlichen 
parallel zur Probenmigrationsrichtung (14) der Einzelproben (29) verlauft. 

38. Verfahren gemaB einem oder mehrerer der Anspriiche 1 bis 31, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB zur Detektion der Probenfiraktionen eine bildgebende Optik mit Bild- 
aufhahmeverfahren verwendet wird, deren optische Achse im wesentlichen schrag 
zur Probenmigrationsrichtung (14) verlauft. 

39. Verfahren gemaB Anspruch 37 oder 38, dadurch gekennzeichnet, daB zur optischen 
Anregung der Probenfragmente ein oder mehrere Laserstrahl(en) (52, 53) durch ei- 
ne Zylinderoptik (27, 28) facherfSrmig aufgeweitet oder durch bewegte bzw. rotie- 
rende Spiegel seithch oder schrag zur Probenmigrationsrichtung (14) so in das Se- 
parationsmedium (6) projiziert wird/werden, daB in diesem ein ebener 
Detektionsbereich (8) ausgeleuchtet wird. 

40. Verfahren gemaB einem oder mehrerer der Anspriiche 32 bis 39, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Einzelproben (29) mit Farbstoffen, vorzugsweise mit fluoreszie- 
renden Farbstoffen, markiert sind. 



41. Vorrichtung zur Durchfuhrung des Verfahrens gemaB einem oder mehrerer der 
vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB 



a) 



der Trennaufbau (1) einen vorzugsweise zylmdrischen Hohlraum (2) 
umfasst, der sich wesentlich iiber 3 Raumkoordinaten erstreckt, 
der Hohlraum (2) so gestaltet ist, daB er mit einem Separationsmedium 
(6) befullt werden kann, 
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c) dem Trennaufbau (1) eine Voirichtung zugeordnet ist, die es ermoglicht, 
dem Separationsmedium (6) an einer Stirnseite aufzutrennende Proben 
(28), im wesentlichen 2-dimensional in einer Ebene angeordnet, zuzu- 
ftthren, 

d) der Trennaufbau (1) so gestaltet ist, daB auf die Proben mindestens eine 
oder mehrere der folgenden physikalischen oder chemischen GroBen 
wirken kann: ein elektrisches Feld, ein Druckgradient, eine osmotische 
Kraft, Gravitation, Zentrifugalkraft und 

e) dem Trennaufbau (1) eine Vorrichtung zur Detektion der Probenftaktio- 
nen, bzw. eine Vorrichtung zum praparativem Aufsammeln der Proben- 
firaktionen, zugeordnet ist 

42. Vorrichtung gemaB Anspruch 41, dadurch gekennzeichnet, daB dem Trennaufbau 
(1) eine Onlme-Detektionseinrichtung zugeordnet ist, die emittierte Strahlung nur 
aus einem im wesentlichen ebenen Detektionsbereich (8), vorzugsweise nahe einer 
Grenzschicht des Separationsmediums (6) aufhimmt, durch die die Probenfraktio- 
nen hindurch migrieren. 

43. Vorrichtung gemaB Anspruch 41 oder 42, dadurch gekennzeichnet, daB dem 
Trennaufbau (1) eine dreidimensionalePhotodetektionseimichtung zugeordnet ist, 
die Probenfraktionen im gesamten Separationskorper oder einem Teilvolumen da- 
von detektieren kann in der Weise, daB jedem Volumenelement des Separations- 
kdrpers eine Intensitat und ein dreidimensionaler Ortsvektor zugeordnet wird. 

44. Vorrichtung gemaB einem oder mehrerer der Anspruche 41 bis 43, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB dem Trennaufbau (1) eine Fraktionssammelvorrichtung zugeord- 
net ist, welche enthalt: 

a) einen Transportmechanismus fur Platten oder Schichten, z.B. Membranen, 
die durch den Transportmechanismus periodisch an einer Grenzflache des 
Separationskorpers gewechselt werden, so daB die dort austretenden Pro- 
benfraktionen je nach Retentionszeit auf verschiedenen Platten, oder 
Teilflachen einer Schicht oder Membran, gebunden werden oder 

b) einem Kapillaren-Array mit Eintrittsoffhungenen nahe einer Grenzflache 
des Separationsmediums (6) und Austrittsoffhungen iiber einer Fraktions- 
sammelvorrichtung, vorzugsweise einer Fraktionssammelvorrichtung fur 
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Mikrotiterplatten, so daB die Probenfraktionen beim Austritt aus dem Sepa- 
rationskorper durch das Kapillaren- Array aus dem Trennaufbau (1) vor- 
zugsweise dvirch AnschluB einer Pneumatik oder durch elektrische Felder 
herausgefuhrt werden kQnnen. 

45. Vorrichtung gemaB einem oder mehrerer der Anspruche 41 bis 44, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB der Trennaufbau (1) so gestaltet ist daB 

a) sich an zwei Seiten (Stirnseiten) des Hohlraums (2) Elektroden (4, 5) befin- 
den, 

b) die Raume zwischen Elektroden (4, 5) und Separationsmedium (6) mit einer 
Fliissigkeit, vorzugsweise mit einem Puffermedium (31) aufgefullt werden 
konnen 



c) an den Stirnflachen eine Warmeabfuhr gewahrleistet ist, durch eine Tempe- 
riervorrichtung mit Puffermedium (31) als Warmetransportmedium, welches 
vom Zentrum (67) in Radialrichtung (9, 16) zur Peripherie oder in entge- 
gengesetzter Richtung bewegt wird. 

46. Vorrichtung gemaB Anspruch 45, dadurch gekennzeichnet, daB der Hohlraum (2) in 
radialer Pdchtung thermisch isoliert ist. 

47. Vorrichtung gemaB Anspruch 45 oder 46, dadurch gekennzeichnet, daB entlang der 
Hochachse (15) eine Profiltemperiervomchtung vorgesehen ist. 

48. Vorrichtung gemaB einem oder mehrerer der Anspruche 45 bis 47, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB eine Umwalzeinrichtung, z.B. eine Pumpe, zur Zirkulation des 
Puffermediums (31) vorgesehen ist. 

49. Vorrichtung gemaB einem oder mehrerer der Anspruche 45 bis 48, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB das Radius-/Langenverhaltnis (9, 15) des ersten Raumes (2) r/Z 
grQBer 0,5, bevorzugt gr6Ber 1 ist. 

50. Vorrichtung gemaB einem oder mehrerer der Anspruche 41 bis 44, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB, vorzugsweise an einer der Stirnflachen des Separationsmediums 
(6), ein Gas- oder Flussigkeitsdruck aufgebaut werden kann. 
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51. Vorrichtung gemaB einem oder mehrerer der Ansprttche 41 bis 44, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB der Trennaufbau 81) so gestaltet ist, daB er Zentrifugalbeschleu- 
nigungen ausgesetzt werden kann. 

52. Vorrichtung gemaB einem oder mehrerer der Ansprttche 41 bis 51, dadurch ge- 
kennzeichnet, dafi dem Trennaufbau (1) ein MeBkopf, vorzugsweise ein Mehrfach- 
MeBkopf (46), zugeordnet ist, bei dem die objektseitigen Fokuspunkte von Be- 
leuchtungs- und Detektions-Strahlengangen (punkt-)konfokal aufeinanderUegen. 

53. Vorrichtung gemaB einem oder mehrerer der Ansprttche 41 bis 51, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB dem Trennaufbau ein MeBkopf, vorzugsweise ein Mehrfach- 
MeBkopf, zugeordnet ist, bei dem die objektseitigen Fokuslinien von Beleuchtungs- 
und Detektions-Strahlengangen (zylindrisch)-konfokal aufeinanderhegen. 

54. Vorrichtung gemaB einem oder mehrerer der Ansprttche 52 oder 53, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die Detektionseinrichtung (45) in eine der Elektroden (4, 5) inte- 
griert ist und mit dieser eine ein- oder mehrdimensionale Scanbewegung relativ 
zum Separationsmedium (6) durchftthrt. 

55. Vorrichtung gemaB einem oder mehrerer der Ansprttche 41 bis 51, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB eine Photodetektionseinrichtung (45) vorgesehen ist, welche 

a) ttber eine Beleuchtungseinrichtung verfttgt, die einen im wesentlichen 
zweidimensionalen, ebenen Detektionsbereich (8) im Separationsmedium 
(6) oder nahe einer Grenzflache des Separationsmediums (6) beleuchtet, 
vorzugsweise durch eine koharente Lichtquelle (26), wie z.B. einen Laser, 
welcher zu diesem Zweck durch eine entsprechende Optik oder durch eine 
Scanbewegung eines Reflektors aufgefachert wird und 

b) ttber ein optisches System verfttgt, welches den Detektionsbereich (8) bild- 
haft (zweidimensional) auf einen Bilddetektor (23, 24) abbildet 

56. Vorrichtung gemaB Anspruch 55, dadurch gekennzeichnet, daB die optische Achse 
(43) der Detektionseinrichtung (45) im wesentlichen in oder gegen die Probenmi- 
grationsrichtung (14) verlauft, und die optische Achse (43) der Beleuchtungsein- 
richtung im wesentlichen senkrecht zur Probenmigrationsrichtung (14) verlauft. 
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57. Vorrichtung gemaB Anspruch 55, dadurch gekennzeichnet, daB die optische Achse 
(43) der Detektionseinrichtung (45) schrag zur Probenmigrationsrichtung (14) ver- 
lauft, und die optische Achse der Beleiichtangseinrichtung (26) im wesentlichen 
senkrecht zur Probenmigrationsrichtung (14) verlauft, oder daB die optische Achse 
der Beleuchtungseinrichtung (26) ebenfalls schrag zur Probenmigrationsrichtung 
(14), beispielsweise senkrecht zur optischen Achse der Detektionseinrichtung (45), 
verlauft. 



58. Vorrichtung gemaB Anspruch 56 oder 57, dadurch gekennzeichnet, daB an die De- 
tektionseinrichtung (45) ein Datenaufeeichnungsgerat (30) angeschlossen ist, wel- 
ches Daten wahrend des Separationsvorganges (im Sinne einer Online-Detektion) 
aufeeichnet. 

59. Vorrichtung gemaB Anspruch 55 zur Aufhahme einer dreidimensionalen Abbildung 
gemaB Anspruch 43, dadurch gekennzeichnet, daB 

a) die optische Achse (43) der Detektionseinrichtung (45) schrag zur optischen 
Achse der Beleuchtungseinrichtung (26), vorzugsweise senkrecht zur optischen 
Achse (43) der Beleuchtungseinrichtung (26), verlauft 

b) die Bildaufiiahmevorrichtung (23) liber einen Translationsmechanismus ver- 
fugt, der eine relative Translationsbewegung, vorzugsweise bezfiglich des Sepa- 
rationsmediums (6), durchfuhren kann 

c) die Bildaufiiahmevorrichtung (23) fiber ein Datenaufzeichnungsgerat verfugt, 
welches wahrend der Translationsbewegung Daten aufeeichnet. 



60. Vorrichtung gemaB einem oder mehrerer der Anspriiche 41 bis 59, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB dem Trennaufbau (6) ein Formteil zur Herstellung zweidimen- 
sional angeordneter Vertiefungen in einer der GrenzflSchen des Separationsmedi- 
ums (6) oder in einer separaten Schicht (Probenplatte) zugeordnet ist. 

61. Vorrichtung gemaB Anspruch 60, dadurch gekennzeichnet, daB die separate Schicht 
(Probenplatte) 

a) sich wesentlich fiber zwei Dimensionen erstrecken, und 

b) vorzugsweise ganz oder teilweise aus porOsem oder permeablem Material auf- 
gebaut sind, und Poren enthalten kann, 
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c) so gestaltet sind, daB Proben in ihnen Ortlich fixiert werden konnen, 

d) so gestaltet sind, daB ein Probentransport in Richtung der Flachennormalen, 
oder entgegen der Flachennormalen, oder vorzugsweise in beide Richtungen 
moglich ist 

e) temperaturresistent sind 

f) fur mindestens eine Zellkultur geeignet sind 

g) ein zur Separation von Probengemischen geeignetes Medium enthalten und 

h) transparent sind. 

62. Vorrichtung gemaB Anspruch 61, dadurch gekennzeichnet, daB auf ihrer Oberfla- 
che Vertiefungen 2-dimensional angeordnet sind. 

63. Vorrichtung gemaB einem der Anspriiche 61 oder 62, dadurch gekennzeichnet, daB 
in ihnen oder auf ihrer Oberflache Elektroden oder magnetische, oder magnetisier- 
bare Partikel zweidimensional angeordnet sind. 

64. Vorrichtung gemaB einem oder mehrerer der Anspriiche 61bis 63, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Probenplatten zur Separation von Probengemischen geeignetes 
Medium, z.B. Agarose oder Polyacrylamid enthalten. 

65. Vorrichtung gemaB einem oder mehrerer der Anspriiche 61 bis 64, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB sie einer Vorrichtung gemaB einem oder mehrerer der Anspriiche 
41 bis 52 zugeordnet sind. 

66. Vorrichtung gemaB einem oder mehrerer der Anspriiche 61 bis 65, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB sie bei einem Verfahren gemaB einem oder mehrerer der An- 
spriiche 1 bis 40 eingesetzt werden. 

67. Vorrichtung zum Befullen von Probenplatten zum Einsatz in einem Verfahren ge- 
maB einem oder mehrerer der Anspriiche 1 bis 40, dadurch gekennzeichnet, 

a) daB die Partikel gesteuert durch ein Sortiergerat, z.B ein FACS-Gerat, oder 
einen Zellsortierer ausgewahlt werden, z.B. durch Auslenken in Richtung 
einer Lochblende und 

b) daB die Positionierung der ausgewahlten Partikel auf der Probenplatte durch 
eine Translationsvorrichtung erfolgt, deren Translationsbewegung durch das 
Sortiergerat gesteuert wird. 
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Vorrichtung gemaB einem oder mehreren der Anspriiche 41 bis 67, dadurch ge- 
kennzeichnet, dafi dem Trennaufbau (1) oder den Probenplatten eine regelmafiige 
Anordnung (Array) aus HohlkSrpern, Tips, oder Kapillaren zugeordnet ist, die zur 
Zufuhrung oder Enmahme von Proben geeignet sind, dadurch gekennzeichnet, daB, 
z.B. durch einen AnschluB an eine Pneumatik, Volumina verschoben werden k6n- 
nen, oder dafi, vermittelt durch einen elektrischen Kontakt, elektrische Feldkrafte 
wirken konnen. 

Verwendung des Verfahrens gemaB einem oder mehreren der vorhergehenden An- 
spriiche 1 - 40, dadurch gekennzeichnet, dafi es zur Auftrennung und Analyse von 
biologjschem Material eingesetzt wird. 
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Zusammenfassung 

Die Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren und Vorrichtung zum parallelen Auftrennen 
einer Vielzahl von Einzelproben (29) innerhalb eines 3-dimensionalen Separationsmedi- 
ums (6), wobei die nachfolgenden Verfahrensschritte durchlaufen werden: 

In einem ersten Raum (2), der sich im wesentlichen iiber aUe drei Raumkoordinaten er- 
streckt, ist das Separationsmedium (6) enthalten. Eine Vielzahl von Einzelproben (29) wird 
in der Nahe einer Grenzflache des ersten Raumes (2) angeordnet, wobei die Einzelproben 
(29) im wesentlichen flachenmafiig angeordnet werden, d.h. ihre jeweiligen Schwerpunkt- 
positionen werden durch zwei Koordinaten beschrieben. Unter dem EinfluB von einer oder 
mehreren physikalischen GroBen vermogen die Einzelproben (29) im wesentlichen senk- 
recht zur Flache ihrer Auftragung durch das Separationsmedium (6) zu migrieren, wobei 
sie entsprechend einer oder mehrerer ihrer Eigenschaften aufgetrennt werden. Als physi- 
kalische GrSBen kommen zum Beispiel elektrische Krafte (Elektrophorese), Gravitation, 
Diffusion, Druck- und Konzentrationsgradienten sowie Osmose oder Zentrifugalkrafte in 
Betracht. Die Detektion der Einzelproben (29) erfolgt in ausgewShlten Bereichen (8) in- 
nerhalb oder auBerhalb des Separationsmediums (6) wShrend ihrer Migration (Online- 
Detektion). Alternativ zur Online-Detektion kann eine 3D-Datenaufhahme nach AbschluB 
der Migration erfolgen. Dazu kann ein entsprechendes 3D-Bildaumahmeverfahren ver- 
wendet werden. Im einfachsten Fall wird das Separationsmedium (6) in Scheiben zerlegt, 
die dann durch ein 2D-Aumahmeverfahren ausgewertet werden. In diesem Fall sind die 
Fraktionen der Proben auch praparativ zuganghch. Erganzend oder alternativ zur Bildauf- 
nahme kann ein Fraktionssammler an einer Grenzflache des Separationsmediums (6) ange- 
bracht werden. 
(Fig. 2) 
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